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Resumen

Se han desarrollado varios métodos para determinar drogas de abuso en ori-
na, plasma/suero, bilis, pelo y otros en muestras clinicas y forenses. En es-
te trabajo se discute la importancia de la aplicacion de la técnica de cro-
matografia gas-liquido y espectrometria de masa en sus diferentes tipos,
con énfasis en la preparacion de la muestra. Anfetaminas, canabinoides,
cocaina y benzoilecgonina, morfina y metabolitos, fenciclidina, benzodia-
zepinas, antidepresivos triciclicos, barbitaricos, opiatos, anestésicos loca-
les y metadona se han analizado y cuantificado adecuadamente mediante
esta metodologia.

Palabras clave: analisis por cromatografia gaseosa—espectrometria de masa
* preparacion de la muestra * drogas de abuso * fluidos bioldgicos

Summary

A variety of methods have been developed for determination of drugs of
abuse in urine, plasm/serum, bilis, hair and others in clinical and forensic
samples. Relevance of the application of the technique of gas-liquid chro-
matography and different types of mass spectrometry are discussed in this
paper, being sample preparation emphasized. Amphetamines, cannabinoids,
cocaine and benzoylecgonine, morphine and metabolites, phenciclidine,
benzodiazepines, tricyclic antidepressants, barbiturates, opiates, local anes-
thetics and methadone were properly analysed and quantified by means of
this methodology.

Key words: gas liquid chromatography-mass spectrometry analysis * sam-
ple preparation * drugs of abuse * biologic fluids
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Introduccidn

El consumo de drogas se ha intensificado en varios
paises en los Ultimos afios, aumentando también su ac-
cesibilidad, sus implicancias en el comportamiento so-
cial y la importancia de su determinacién clinica y fo-
rense (1)(2). Por esta razon, resulta de interés tratar el
tema de los métodos rapidos de analisis de estos com-
puestos en fluidos bioldgicos, en combinacién con
procedimientos simples de preparacion de muestras y
de interpretacion de datos.

Quizas la mayor experiencia en el tema la tiene
EE.UU., probablemente porque encabeza el listado
de grandes consumidores. Organismos como la DEA
(US Drug Einforcement Administration) de EE.UU. esta-
blecen las formas de andlisis y muestran los casos que
se van presentando de consumo de mezclas de drogas
y las innovaciones de los consumidores para que los
analisis den resultados negativos.

Generalmente se utilizan inmunoensayos para rea-
lizar los primeros analisis en hospitales, centros de re-
habilitacion y/o laboratorios de “respuesta rapida”,
pero estos ensayos solo permiten detectar un grupo li-
mitado de sustancias a bajas concentraciones (3).

Es por ello, que desde hace méas de una década va-
rios grupos de investigacion, que incluyen los labora-
torios de los autores (4-8), algunos de ellos en conjun-
to con empresas de elementos de cromatografia, han
intentado desarrollar y/o mejorar los métodos croma-
togréficos de anélisis simultdneo de un rango amplio
de drogas (9-14).

Una variacion interesante es la que ofrece la croma-
tografia liquida (CL) en combinacion con la espectro-
metria de masa (EM) de ionizacion a presion atmosfé-
rica (IPA) (CL/IPA-EM) (en inglés: atmospheric pressure
ionization-mass spectrometry: API-MS) (15). Los métodos
CL-EM, entre ellos EM con ionizacion en electrospray
(electrospray ionization: ESI) se usaron para analisis ge-
neral (screening), confirmacion y cuantificacion de 16
drogas comunmente prescriptas en muestras de san-
gre total de conductores de autos bajo sospecha de ha-
ber consumido alguna de esas drogas. Estos métodos
sirven para: benzodiazepinas, zopiclona, zolpidem,
metadona, dextro-propoxifeno, carisprodol, meproba-
mato, carbamazepina y fenobarbital. La preparacién
de la muestra se hace por extraccion liquido-liquido y
la separacion en una columna C18. Para el analisis ge-
neral, se usé el ion molecular para detectar todas estas
drogas, mientras que para identificarlas se usaron el
i6n molecular y los fragmentos. Los limites de cuanti-
ficacién encontrados fueron significativamente mas
bajos que aquellos obtenidos mediante métodos con-
vencionales, por ejemplo, el limite de cuantificacién
para el flunitrazepam es de 0,003 puM. Los métodos
HPLC-EM se usaron para analizar varios cientos de
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muestras de sangre entera de conductores bajo sospe-
cha de consumo de alguna droga, encontrandose que
requieren menor preparacion de la muestra, menor
tiempo de andlisis total y también limites de cuantifi-
cacion significativamente menores.

Sin embargo, a diferencia de HPLC-EM, la croma-
tografia gas-liquido capilar (CGC, CGL o directamen-
te CG) sigue siendo un método accesible, sencillo, me-
nos costoso y de alta reproducibilidad (16) para ser
usado en la busqueda de drogas de abuso en fluidos
corporales, en laboratorios clinicos y forenses sin de-
masiada experiencia en el tema. Se ha mejorado nota-
blemente el anélisis de muestras multiples mediante
CG-EM, desde que se realizara el control antidoping
de futbol en el afio 1978 (17) en el Departamento de
Quimica Organica, FCEN, UBA, hasta la actualidad, ya
que ahora resulta ser una técnica sencilla debido al
equipamiento liviano, accesible en precio, redituable,
compacto, con bancos de datos o bibliotecas extensas
y especializadas.

Generalmente se usa el cromatografo gas-liquido
combinado con un detector selectivo de masas, es de-
cir un equipo CG-EM de mesada o de laboratorio. Es-
tos equipos usualmente cuentan con un procesador
automatico de datos y un buen banco de datos para
poder analizar el mayor nimero posible de muestras
en un laboratorio bioquimico y/o forense.

La representacion gréafica de los datos de CG-EM
provee una manera facil de andlisis para el personal
no-experimentado de laboratorios forenses, bioquimi-
cos y/o0 médicos, usdndose esta técnica para la confir-
macion de las muestras positivas.

Estos equipos permiten también realizar la inter-
pretacion de datos en forma manual e incluir en el
banco de datos las nuevas interpretaciones realizadas,
lo cual resulta util cuando se deben elucidar drogas es-
pecificas y sus metabolitos, en la matriz compleja de
fluidos bioldgicos.

En base a las caracteristicas del control electrénico
neumatico (en inglés: electronic pneumatic control, EPC)
se pueden construir bibliotecas fijas a un dado tiempo
de retencion (retention-time locked libraries: RTL), unien-
do los tiempos de retencion fijos (o “loqueados™) con
los datos del espectro de masa obtenido en el modo de
scaneo. Ningun analito de interés puede escapar a la
deteccion y elucidacion. Ademas, un método LTR-EM
se ha aplicado recientemente para analizar pesticidas
analizables por CGL en diferentes matrices (18), in-
cluyendo un método para interpretar los datos de CG-
EM. En base a la representacion gréfica tridimensional
de los tiempos de retencion fijados y los datos de EM,
se logra obtener un método de aplicacion general,
que se ilustré recientemente (19)(20) para el analisis
de multicomponentes de drogas de abuso en fluidos
bioldgicos.



Preparacion de las muestras

La CG capilar se usa comiinmente en analisis de ru-
tina en los laboratorios. Independientemente de la re-
solucion de los cromatégrafos modernos, la prepara-
cion de la muestra es aun un paso vital del proceso
analitico ya que asegura que las muestras sean adecua-
das para la determinacion cromatogréfica. Las técni-
cas actualmente usadas dependen del estado de agre-
gacion de la muestra a ser analizada y de la naturaleza
de los analitos (ejemplo, volatilidad y estabilidad tér-
mica). Entonces, en la aplicacion de CG-EM a drogas
de abuso y otras drogas en fluidos corporales, es de
fundamental importancia la preparacion y/o la con-
centracion de la muestra, y mas aun el método elegido
para hacerlo, que tiene que ser preciso y reproducible.

Originalmente, el método més comun de extrac-
cion de la droga de la muestra era la extraccion liqui-
do-liquido. Sin embargo, en afios recientes, particular-
mente como el ensayo de drogas se hizo mas comun
en lugares de trabajo y en areas atléticas, se comenzo
a usar la extraccion en fase sélida (solid-phase extraction:
SPE). En 1991 se examinaron varios laboratorios de
ensayos de drogas certificados por el Departmento de
Salud y Servicios Humanos de EE.UU. y se encontro
que hasta un 50% de todas las extracciones hechas se
basaban en la aplicaciéon de la extraccion en fase séli-
da. La tecnologia de extraccién en fase sélida fue co-
mercializada por primera vez en los *70 por Waters As-
sociates (21), siendo inicialmente manuales (22-24). A
fines de los ‘70, las columnas SPE preparadas comer-
cialmente eran comercializadas por Analytichem In-
ternational, actualmente conocida como Varian Sam-
ple Preparation Products (21). Poco después, se
ponian en el mercado resinas de fase multiple que con-
tenian muchas clases de sorbentes que eran copolime-
rizados sobre un soporte sélido de silica, por lo que po-
dian ser usadas para la separacién de muchas clases de
compuestos que presentaban propiedades fisicas y qui-
micas marcadamente diferentes unas de otras. Desde
esa época, SPE ha sido muy usada como técnica de ex-
traccion en toxicologia forense y en ensayos de drogas
en orina, suero y otros fluidos. El tipo de copolimero es-
pecificamente disefiado para el mercado de ensayos de
drogas en orina es un copolimero de intercambio catio-
nico/fase-reversa. Esta resina usa una combinacion de
intercambio i6nico y propiedades hidrofébicas que per-
mite obtener extractos muy limpios con alta eficiencia
de extraccion (21). Se ha demostrado que los copoli-
meros usados en SPE resultaron Gtiles para extraer va-
rias drogas de abuso de naturaleza acida, bésica y neu-
tra (22)(25).

De los variados copolimeros usados para realizar ex-
tracciones en fase solida, el copolimero de divinilben-
ceno-N-vinilpirrolidona (Oasis) (Fig. 1) es el que ha
resultado mas adecuado y versatil para la variedad de
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muestras y sustancias a analizar en un laboratorio qui-
mico/bioquimico, y en particular, clinico/forense. Es-
tos copolimeros se expenden neutros (son los que se
ejemplifican en este trabajo), pero también acidicos y
basicos, segun la carga del sustituyente de los anillos
aromaticos del copolimero.

Figura 1. Estructura quimica del copolimero de divinilbenceno y N-
vinilpirrolidona. Caracteristicas de esta resina, sorbente de extrac-
cién: diametro promedio de poro: 82 A; area de superficie especifi-
ca: 831 m2/g; volumen de poro total: 1,4 cm3/g; didmetro medio de
particula: 31,4 um; cantidad de particulas finas < 10 pm: 0,1%.

Las ventajas de SPE aumentaron con el advenimien-
to de instrumentos de SPE semiautomaticos y automa-
ticos (21)(23)(26-29). En general, SPE consume doce
veces menos tiempo y es cinco veces menos cara que la
extraccion liquido-liquido (30). La mayoria de los sis-
temas semiautomaticos facilitan la aspiracion del flui-
do a través de las columnas mediante vacio. En la ac-
tualidad, casi todos los laboratorios que usan SPE
utilizan alguna forma de semiautomatizacion, pero po-
cos brazos robodticos controlados por computadora a
todos o algunos de los pasos totalmente automaticos.
Los métodos automaticos ofrecen mayor recuperacion
y mejor precision que los procedimientos manuales,
en los que las velocidades de flujo, la siembra de la
muestra y la elucién son mucho maés variables (29).
Los sistemas automaticos tienen también la ventaja de
disminuir la cantidad de trabajo repetitivo realizado
por el personal del laboratorio. En resumen, SPE de-
mostré ofrecer muchas ventajas por sobre la extrac-
cion liquido-liquido tradicional, incluyendo automati-
zacién, mayor selectividad, mejor reproducibilidad y
obtencién de extractos més limpios (21-37).

SPE tiene una mayor selectividad por las drogas de-
bido a que el uso de diferentes buffers, sorbentes y sol-
ventes es casi irrestricto. Otra ventaja de SPE es el
“efecto de concentracidon” ya que los sorbentes de sili-
ca unida presentan un area superficial alta para inte-
ractuar con un analito deseado, una propiedad que
provoca la concentracion de pequefas cantidades en
el cartucho de extraccion (30).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82
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En las publicaciones previas sobre SPE, el método
de deteccion fue generalmente CG-EM (28)(32)(33)
0 HPLC (35). CG-EM es un método muy sensible y es-
pecifico, y sigue siendo el método analitico ideal para
la confirmacion de drogas.

Con respecto a los métodos convencionales de CG
headspace (38), el analisis por SPME/CG ofrece mucha
mayor sensibilidad. La microextraccién en fase solida
(solid phase microextraction: SPME) (39-42) es més sim-
ple y mas rapida que las extracciones liquido-liquido y
extracciones en fase sélida convencionales, y produce
extractos mas limpios. En principio, esta técnica po-
dria aplicarse para analizar otras drogas y venenos de
peso molecular intermedio (43).

En afios recientes se han desarrollado diferentes mé-
todos para enriquecer en los analitos de interés, los flui-
dos biolbgicos a analizar. Uno de ellos consiste en la ex-
traccion sortiva con barra de agitacion (stir-bar sorptive
extraction: SBSE) (44), usado recientemente para el ana-
lisis de drogas (19)(20)(45) seguido de analisis por de-
sorcion térmica-CG capilar-EM (thermal desorption—capi-
llary gas chromatography—mass spectrometry: TD-CGC-MS).
La alta sensibilidad que puede alcanzarse con esta técni-
ca (SBSE-TD-CGC-MS) permite usar EM en el modo
de scan. Los datos de CG-EM son representados en un
grafico de contorno con tiempos de retencion loquea-
dos en el eje x y los iones en el gje y. Los solutos de in-
terés son identificados en posiciones especificas del gra-
fico y su color esta relacionado con la abundancia de los
picos. La informacion semi-cuantitativa puede ser obte-
nida inmediatamente de los graficos de contorno mien-
tras que la cuantificacion precisa requiere procedimien-
tos convencionales de calibracion (19)(20).

Los mapas de contorno CG-EM también pueden ser
interpretados semicuantitativamente debido a que los
colores de las manchas se refieren a intervalos especi-
ficos de la altura del pico y dan una idea estimada de
la concentracion del soluto.

Sin embargo, deben discutirse algunos aspectos cri-
ticos respecto a la cuantificacién. Primero, para cali-
brar las sefiales de MSD, deben determinarse los facto-
res de respuesta de distintos compuestos (alin dentro
de las mismas clases de analitos). Para los mismos com-
puestos, las respuestas pueden desplazarse entre los to-
nos de MSD. Segundo, SBSE se basa en la distribucién
de equilibrio del analito entre la fase de polidimetilsi-
loxano (PDMS) de extraccién y la matriz de la mues-
tra, y las respuestas de los analitos especificos estan
muy influenciadas por su coeficiente de distribucién
entre PDMS y la muestra (Kppms/muestra)- EN €l caso
de los canabinoides, por ejemplo, las recuperaciones
fueron todas de alrededor de 100% y la cuantificacién
resultéd relativamente facil. Sin embargo, las benzodia-
zepinas dieron diferentes factores de respuesta relati-
va en el andlisis de SBSE-TD-CGC-MS y las estimacio-
nes cuantitativas deberian, por lo tanto, coincidir con
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estos valores. Por ejemplo, el gréafico de contorno de-
tallado ion-selectivo CG-EM de la muestra de orina de
un consumidor de droga.

SBSE-TD-CGC-MS result6 muy adecuada en la
cuantificacion de 14 drogas farmacéuticas y 15 conta-
minantes como PCBs (46) y metabolitos PAH (47) en
fluidos biologicos.

En la actualidad se conocen también los sistemas de
flujo continuo (continous flow: CF) para la preparacion
automatica de muestras. Estos sistemas de baja presion
se basan en la extraccion en fase sélida para la prepa-
racion automatica de muestras antes de inyectarlas en
el cromatdgrafo gaseoso (48).

Sin embargo, casi todas las determinaciones realiza-
das por CG requieren varios pasos de extraccion, lim-
pieza y preconcentracion. Los inconvenientes de estas
etapas se pueden superar mediante automatizacion
(48). Entre las diferentes alternativas de extraccion/
limpieza/preconcentracion, la extraccion en fase soli-
da (SPE) es la preferida para el pretratamiento de
muestras ambientales, de alimentos y bioldgicas. Esto
se debe a que se dispone de columnas comerciales de
extraccion, descartables, con un amplio rango de ta-
mafios y sorbentes. Las ventajas de SPE son: obtencion
de extractos muy purificados, altas recuperaciones de
los analitos, concentracion efectiva, capacidad de ex-
traccion de analitos de polaridades diversas, facil auto-
matizacién, ausencia de emulsién y menor consumo
de solventes organicos.

En los afios recientes, los sistemas de baja presion de
flujo continuo emergieron como una alternativa para
la preparacion de muestras con las ventajas de automa-
tizacion, simplificacién y miniaturizacion del proceso
analitico (48). Céardenas S et al. (49) informaron el uso
de varios sistemas CF basados en SPE para la prepara-
cion automatica de muestras ambientales, alimentarias
y bioldgicas, tanto en modo off-line como on-line.

Los objetivos analiticos principales de estos modu-
los de pretratamiento se relacionan con la implemen-
tacion de operaciones preliminares requeridas al tra-
tar con muestras reales. La muestra es aspirada o
inyectada en un sistema CF, que incluye una o dos
bombas peristalticas y varias corrientes de reactivos y
solventes. Para la preparacion de la muestra antes del
analisis por CG, los posibles procedimientos CF-SPE
tienen caracteristicas comunes. La muestra, los reacti-
vos y los eluyentes se introducen en un médulo conti-
nuo constituido por una unidad SPE consistente en
una columna con sorbente, usualmente ubicada en el
loop de una valvula de inyeccion. La operacion del sis-
tema CF-SPE comprende tres pasos: sorcion (introduc-
cion de la muestra), elucion y derivatizacion; los ulti-
mos dos pueden ocurrir simultdneamente (agregando
el reactivo al eluyente) o secuencialmente (agregando
el reactivo después de la desorcion de los analitos de
la columna). El extracto final es luego introducido en



el cromatégrafo gaseoso usando la configuracion on-li-
ne o una off-line.

Una de las ventajas inherentes a los sistemas CF es la
miniaturizacion que proveen, ya que se reduce marcada-
mente la cantidad de sélido usado para rellenar la co-
lumna con sorbente. Su ubicacién en el sistema de flujo
también permite una facil regeneracion mediante pasos
secuenciales de lavado/acondicionamiento que aumen-
tan el tiempo de vida de la columna (en unos 3 meses).
Ademas, la elucion puede realizarse con sélo unos pocos
microlitros de solvente orgéanico, tal que el volumen in-
yectado en el cromatografo gaseoso contiene cantidades
detectables de los compuestos de interés. Este paso es
crucial en muchos procesos analiticos ya que asegura
que no ocurran pérdidas durante la concentracién o que
la composicion quimica de la muestra no cambie (34).

Los problemas principales del CF-SPE acoplado
con CG resultan de los diferentes estados de agrega-
cion del gas portador y de la fase movil, y también de
la diferencia de presién (48). La manera mas simple
de acoplar directamente CF-SPE con CG es usar una
valvula de inyeccion de alta presion (49). El eluyente
orgéanico proveniente del sistema CF-SPE, que contie-
ne los analitos es mandado a esa valvula de inyeccion
de alta presion, llenando el loop de 1-5 pL, el cual es de
politetrafluoretileno (PTFE) o de acero inoxidable.

La valvula esta conectada al cromatégrafo median-
te una tuberia de PTFE o acero inoxidable con una
aguja de inyeccion que se inserta en el septum de la zo-
na de inyeccién. El gas portador del CG se usa para
transferir los analitos de la valvula citada al inyector
del cromatégrafo gaseoso. Dependiendo de la veloci-
dad de flujo del gas portador (columnas empacadas o
capilares), la corriente gaseosa puede dividirse entre
dos canales, uno de los cuales es llevado directamente
al inyector (columnas empacadas) mientras que el
otro pasa a través de la valvula de inyeccion de alta pre-
sion. Una alternativa a esta ultima es la interfase on-co-
lumn, diseflada principalmente para inyeccién de
grandes volumenes (50-100 uL) de solvente organico.
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La mayor parte del solvente introducido (ca. 90%) es
rapidamente evaporado y purgado. Una vez que se ha
completado la transferencia de analito, comienza el
programa de temperatura del CG.

La configuracién adoptada por CF-SPE de las mues-
tras bioldgicas varia dependiendo de la compatibili-
dad de la droga con el sistema cromatografico (es de-
cir, su volatilidad). Esto involucra un paso de
derivatizacién que puede realizarse simultdneamente
o secuencialmente a la elucién. Algunas aplicaciones
de estos sistemas y sus caracteristicas més relevantes se
encuentran en la lista de la Tabla | (49).

Varias drogas de abuso fueron determinadas, sin
derivatizacion, en orina y suero humanos después de
ser retenidas en una columna RP-C18 y eluidas con
cloroformo. Este sistema fue conectado on-line a un
cromatégrafo gaseoso mediante una valvula de inyec-
cion, de 6 pasos, de alta presién. También se propuso
un método confirmatorio para benzodiazepinas en
muestras pre-ensayadas de orina hidrolizada. La confi-
guracion CF-SPE permite el acondicionamiento de las
muestras para remover interferencias potenciales, asi
como para cambiar el medio acuoso por uno organico
que sea compatible con el sistema cromatografico. Se
pueden preparar los derivados trimetilsililados de las
drogas de abuso y los derivados metilados de las dro-
gas anti-inflamatorias no-esteroidales (49) al mismo
tiempo que las drogas se eluyen de la columna con sor-
bente, mediante el agregado de un reactivo adecuado
al eluyente. En la Gltima configuracion, se debe inser-
tar una minicolumna empacada con carbonato de po-
tasio, en el sistema después de la columna con el sor-
bente, para completar la derivatizacion.

A veces, la derivatizacién no puede ser realizada si-
multaneamente con la elucion ya que se requiere un
calentamiento prolongado para asegurar la compatibi-
lidad entre el eluyente y el reactivo. Esto ocurre duran-
te la determinacion de la cocaina y sus metabolitos en
la orina humana, para lo cual se agrega el reactivo a un
tubo de vidrio donde el eluyente del sistema continuo

Tabla I. Aplicaciones de los sistemas CF-SPE a la determinacion de drogas en fluidos bioldgicos mediante CG-EM.

Droga Muestra

CF-SPE
(sorbente/eluyente)

Limite
de deteccion

Derivatizacion

Benzodiazepinas Orina humana hidrolizada

Drogas de abuso y metabolitos Orina y suero humanos

DAINE Orina y plasma de caballos

de carrera

Drogas de abuso
Cocaina y metabolitos

Orina humana y metabolitos
Orina humana

XAD-2/CHClj No 4-120 nM
RP-C18/ CHCly No 0,5-10 ng/mL
XAD-2/CH4CN CH3l/K,COg 1-50 ng/mL
XAD-2/CHCl BSTFA <0,1-2 ng/mL
RP-C18/CH,Cl,(NH40H) BSA 1-200 ng/mL

DAINE = drogas anti-inflamatorias no-esteroidales (NSAIDs = non-steroidal anti-inflammatory drugs);

N,O-bis(trimetilsilil)acetamida.

BSTFA = bis(trimetilsilil)trifluoracetamida; BSA =

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82




352 Pomilio ABy Vitale AA

ha sido evaporado bajo corriente de nitrogeno y luego
calentado a 70 °C durante 15 min (49).

Steinberg DM et al. (50) evaluaron en su laborato-
rio de hospital un sistema prototipo Toxi - Prep (TP)
para el andlisis de drogas terapéuticas y drogas de abu-
so en orina. TP es un procesador semiautomatico que
incorpora SPE con sembrado directo en una placa cro-
matografica (thin-layer chromatography: TLC), minimi-
zando asi el tiempo del operador, disminuyendo el
error técnico y mejorando la reproducibilidad. Asi se
pueden extraer y sembrar hasta siete muestras en pa-
ralelo. TP se uso para el analisis de los metabolitos de
tetrahidrocanabinol (THC) en orina; se detectaron 33
drogas distintas y metabolitos en 55 orinas. Veinte
muestras fueron analizadas buscando metabolitos de
THC. Para las evaluaciones se usé TP con un sistema
de vacio asociado, columnas de extraccion Spec - Prep
6 mL C18AR/MP3; placas cromatograficas Toxi -
Grams Prep A; Toxi - Discs A-1, A-2, A-3, A-4.

La identificacién de drogas basicas mediante TP se
correlaciond bien con Toxi - Lab-A (TL-A). El nGmero
total de drogas y metabolitos identificados con TL-A
(método de referencia) fue de 205, mientras que el to-
tal de drogas y metabolitos identificados por ambos TP
y TL-A fue de 141. Es decir, el 68,8% (141 de 205) de
la presencia de drogas fue detectado por ambos méto-
dos. Se conocen pocos trabajos sobre deteccién por
TLC después de SPE (23)(24)(33), pero difieren del
de TP en que ninguno de ellos siembra automatica-
mente los extractos directamente en el cromatograma.

Los ensayos de drogas en orina se usaron durante
décadas y actualmente se usan para el control antes de
dar un empleo y también entre empleados de varias
empresas 0 entre participantes en actividades deporti-
vas profesionales y amateurs. Las concentraciones de
las drogas en los fluidos bioldgicos son afectadas por la
dosis, la ruta de administracién, el patréon de uso de
drogas y la farmacocinética de la droga. El analisis de
orina se complica ademas por otros factores, tales co-
mo el flujo de la orina 'y el pH. La capacidad para pre-
decir el tiempo de uso o el grado de deterioro esta li-
mitada por variaciones en las concentraciones de la
droga en la orina y la falta de conocimiento de la do-
sis 0 procedimiento de administracion.

Los inmunoensayos han brindado una forma no ca-
ray sensible para analizar las drogas; los resultados se
informan como positivos 0 negativos. Si los resultados
preliminares son positivos, se realiza un ensayo confir-
matorio para su verificacion, que generalmente es CG-
EM. Se usan los inmunoensayos SYNCHRON® (Beck-
man Coulter, Inc.) (51) para probar la presencia de
drogas de abuso para la determinacion cualitativa o
analisis general de anfetaminas, barbituratos, benzo-
diazepinas, canabinoides, metabolitos de la cocaina,
metacualona, metadona, opiato, fenciclidina y propo-
xifeno en orina.
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Materiales y Métodos

SOLVENTES Y REACTIVOS

Se indican en cada caso, incluyendo la marca co-
mercial utilizada. Se debe controlar el grado de pure-
za de los reactivos y solventes a utilizar (52).

EQUIPAMIENTO

Se utilizaron dos equipos de CG-EM. Un Hewlett-
Packard HP-5890 Serie I/EM 5971. Se us6 helio como
gas portador y la presion de la cabeza (head pressure)
fue calculada usando el software RTL (45); se uso pal-
mitato de etilo como estandar para fijacion de tg
(tiempo de retencion de 17,68 min). El detector es-
pectrométrico de masa Agilent 5973 fue operado en el
modo de scan (m/z 50-500).

Se us6 también un Shimadzu 17 A/GP5000.

ANALISIS DE ANFETAMINA/METANFETAMINA EN
ORINA MEDIANTE CG/EM USANDO EXTRACCION
EN FASE SOLIDA

1) Preparacion de la muestra: Se colocaron 3,2 mL
de orina en un tubo, se agregaron 32 pL de HCI
5N y estdndar interno (El; en inglés: IS), (EI su-
geridos: d6-anfetamina y d9-metanfetamina).

2) Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.

3) Lavado de la columna: Se lavé la columna de ex-
traccion con 2,0 mL de NaOH 0,1 N a una velo-
cidad de 2 mL/min, 2,0 mL de agua desioniza-
da a una velocidad de 8 mL/min, se purgd con
canula con 6 mL de agua a una velocidad de 30
mL/min y con 4,0 mL de n-hexano a una velo-
cidad de 8 mL/min.

4) Elucion: Se eluyé con 3 mL de 2-propanol/clo-
ruro de metileno (75:25), a una velocidad de 2
mL/min.

5) Acidificacién: Se agregaron 100 pL de HCI 1%
en metanol a cada tubo antes de evaporar.

6) Evaporacion: Se evaporo el eluyente bajo nitro-
geno a 50 °C.

7) Derivatizacion: Se agregaron 50 pL de acetato
de etilo y 40 pL de PFPA (anhidrido pentafluor-
propionico), se tapd y se mezcld. Se hizo reac-
cionar a 75 °C durante 15 min y luego se evapo-
ro a sequedad a 50 °C. Se reconstituyé en 50 pL
de acetato de etilo.

8) Cuantificacion: lones monitores: Anfetamina,
190 (i6n cuant.), 118, 92. d6-Anfetamina, 194
(i6n cuant.), 123, 93. Metanfetamina, 204 (i6n
cuant.), 160, 118. d9-Metanfetamina, 211 (i6n
cuant.), 163, 123.



ANALISIS DE CARBOXI-THC EN ORINA MEDIANTE
CG/EM USANDO EXTRACCION EN FASE SOLIDA

1) Hidrdlisis basica: Se pusieron 3,0 mL de orinaen

2)
3)

4)

5)
6)

7

un tubo, se agregaron 32 pL de HCI 5N y estan-
dar interno (EI sugerido: d6-Carboxi-THC). Se
agregaron 200 pL de KOH 11,8 M, se tap0, se
mezcld y se calent6 a 60 °C durante 15 min. Se
dejo enfriar la muestra.

Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.
Lavado de la columna: Se lavo la columna de ex-
traccion con 2,0 mL de NaOH 0,1 N a una velo-
cidad de 2 mL/min, 2,0 mL de agua desioniza-
da a una velocidad de 8 mL/min, se purg6 con
canula con 6 mL de agua a una velocidad de 30
mL/min, y con 4,0 mL de n-hexano a una velo-
cidad de 8 mL/min.

Elucién: Se eluy6é con 3 mL de 2-propanol/clo-
ruro de metileno (75:25), a una velocidad de 2
mL/min.

Evaporacion: Se evaporo el eluyente bajo nitré-
geno a 50 °C.

Derivatizacion: Se agregaron 150 pL de
TBAH/DMSO (2:98), se uso6 vortex y se dejo es-
tacionar durante 2 min. Se agregaron 50 puL de
iodometano, se us6 vortex y se dejé estacionar
durante 5 min. Se agregaron 350 mL de HCI 0,1
N, se us6 vortex. Se agregaron 2 mL de iso-octa-
no, se uso vortex y se centrifugd. Se transfirio la
capa del solvente a un tubo limpio. Se repiti6 el
procedimiento y se combinaron los extractos, los
cuales fueron evaporados bajo nitrégeno a 50 °C.
Se reconstituy6 en 30 pL de iso-octano.
Cuantificacion: lones monitores: Carboxi-THC:
313 (i6n cuant.), 357, 372. d6-Carboxi-THC: 319
(i6n cuant.), 363, 378.

ANALISIS DE COCAINA Y BENZOILECGONINA EN
ORINA MEDIANTE CG/EM USANDO EXTRACCION
EN FASE SOLIDA

D

2)
3)

4)

Preparacion de la muestra: Se colocaron 3,2 mL
de orina en un tubo, se agregaron 32 pL de HCI
5Ny estdndar interno (EI; en inglés: IS), (EI su-
gerido: d3-benzoilecgonina).

Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.

Lavado de la columna: Se lavé la columna de ex-
traccion con 2,0 mL de NaOH 0,1 N a una veloci-
dad de 2 mL/min, 2,0 mL de agua desionizada a
una velocidad de 8 mL/min, se purgd con canula
con 6 mL de agua a una velocidad de 30 mL/min
(Rapid Trace), y con 4,0 mL de n-hexano a una ve-
locidad de 8 mL/min.

Elucién: Se eluy6é con 3 mL de 2-propanol/clo-
ruro de metileno (75:25), a una velocidad de 2
mL/min.

5)
6)

)
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Evaporacion: Se evaporo el eluyente bajo nitro-
geno a 50 °C.

Derivatizacion: Se agregaron 50 pL de acetato
de etilo y 40 uL de PFPA (anhidrido pentafluor-
propiodnico), se tapod y se mezclo. Se agregaron
20 pL de PFP (pentafluorpropanal), se tap6 y se
mezcld. Se hizo reaccionar a 75 °C durante 15
min y luego se evaporoé a sequedad a 50 °C. Se
reconstituyd en 50 pL de acetato de etilo.
Cuantificacion: lones monitores: Benzoilecgo-
nina, 300 (i6n cuant.), 421, 82. d3-Benzoilecgo-
nina: 303 (i6n cuant.), 424, 85.

ANALISIS DE CODEINA Y MORFINA EN ORINA
MEDIANTE CG/EM USANDO EXTRACCION EN
FASE SOLIDA

D

2)

3)

4)

5)

6)
)

8)

Hidroélisis enzimatica: Se colocaron 3,0 mL de
orina en un tubo, y se agrego el estdndar inter-
no (El sugerido: d3-codeina y d3-morfina). Se
agregaron 500 pL de buffer acetato de sodio y
100 pL de heta-glucuronidasa, se tapo, se mezclo
y se dejo incubar a 55 °C durante 1 hora.
Preparacion de la muestra: Se dejo enfriar la
muestra, se agregé 1 mL de agua desionizada a
cada muestra, luego 100 pL de NaOH 12 My
300 pL de buffer carbonato 1,5 M. Se mezclé la
muestra y se centrifugd. Se transfirié el sobrena-
dante a un tubo limpio.

Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.

Lavado de la columna: Se lavé la columna de ex-
traccién con 2,0 mL de buffer carbonato 0,15 M
(pH 9,5) a una velocidad de 2 mL/min, 2,0 mL
de agua desionizada a una velocidad de 8 mL/
min, se purgé con canula con 6 mL de agua a
una velocidad de 30 mL/min (Rapid Trace), y
con 4,0 mL de n-hexano a una velocidad de 8
mL/min.

Elucién: Se eluy6é con 3 mL de 2-propanol/clo-
ruro de metileno (75:25), a una velocidad de 2
mL/min.

Evaporacion: Se evaporo el eluyente bajo nitro-
geno a 50 °C.

Derivatizacion: Se agregaron 200 pL de anhi-
drido propiénico y 200 pL de piridina, se tap6
y se mezclé. Se hizo reaccionar a 75 °C durante
30 min y luego se evaporo a sequedad a 50 °C.
Se reconstituyé en 50 pL de acetato de etilo.

Cuantificacion: lones monitores: Codeina, 355
(i6n cuant.), 282, 229. d3-Codeina, 358 (ion
cuant.), 285, 232. Morfina, 341 (i6n cuant.),
324, 397. d3-Morfina, 344 (i6n cuant.), 400,
327.
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ANALISIS DE 6-MONOACETIL-MORFINA EN )
ORINA MEDIANTE CG/EM USANDO EXTRACCION
EN FASE SOLIDA

1) Preparacion de la muestra: Se colocaron 3,2 mL de
orina en un tubo apropiado. Se agregaron 32 pL
de HCI 5N y estandar interno (El sugerido: d6-
6-monoacetil-morfina).

2) Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.

3) Lavado de la columna: Se lavé la columna de ex-
traccion con 2,0 mL de buffer carbonato 1,5 M (pH
9,3) a una velocidad de 2 mL/min, 2,0 mL de
agua desionizada a una velocidad de 8 mL/min,
se purgd con canula con 6 mL de agua a una velo-
cidad de 30 mL/min (Rapid Trace) y con 4,0 mL
de n-hexano a una velocidad de 8 mL/min.

4) Elucién: Se eluyé con 3 mL de 2-propanol/
cloruro de metileno (75:25) a una velocidad
de 2 mL/min.

5) Evaporacion: Se evaporo el eluyente bajo nitro-
geno a 50 °C.

6) Derivatizacion: Se agregaron 30 pL de acetato
de etilo, 15 pL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsi-
litrifluoracetamida] y se usé vortex. Se transfi-
rié a viales de automuestreo.

7) Cuantificacion: lones monitores: 6-monoacetil-
morfina: 399 (i6n cuant.), 340, 287.

d6-6-monoacetilmorfina: 405 (i6n cuant.), 343,
290.

ANALISIS DE FENCICLIDINA EN ORINA POR
CG/EM USANDO EXTRACCION EN FASE SOLIDA

1) Preparacion de la muestra: Se colocaron 3,2 mL de
orina en un tubo apropiado. Se agregaron 32 pL
de HCI 5N y estandar interno (EI sugerido: d5-
Fenciclidina).

2) Siembra: Se cargaron 3,0 mL de muestra en la
columna a una velocidad de 2 mL/min.

3) Lavado de la columna: Se lavé la columna de ex-
traccion con 2,0 mL de NaOH 0,1 N a una velo-
cidad de 2 mL/min, 2,0 mL de agua desioniza-
da a una velocidad de 8 mL/min, se purgd con
canula con 6 mL de agua a una velocidad de 30
mL/min (Rapid Trace), y 4,0 mL de n-hexano a
una velocidad de 8 mL/min.

4) Elucién: Se eluy6é con 3 mL de 2-propanol/clo-
ruro de metileno (75:25), a una velocidad de 2
mL/min.

5) Evaporacion: Se evaporé a sequedad bajo nitro-
geno a 50 °C.

6) Reconstitucion: Se agregaron 50 pL de acetato
de etilo y se us6 vortex.

7) Cuantificacion: lones monitores: Fenciclidina:
200 (i6n cuant.), 242, 186. d5-fenciclidina: 205
(i6n cuant.), 247, 191.
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Preparacion de muestras
en general

ANALISIS DE DROGAS EN SANGRE HUMANA
ENTERA POR EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se us6 un cartucho de extraccion de 1 mL/30mg o
de 3 mL/60 mg. Se acondicioné con: 1 mL meta-
nol/1mL de agua. Se cargd: 1 mL de sangre humana
entera. Se lavo con: 1 mL de metanol al 5% en agua.
Se eluy6 con: 1 mL de metanol. Se evaporo y se recons-
tituyo: se llevé a 1 mL con metanol; se filtré con una
membrana de 0,45 pum.

ANALISIS DE DROGAS EN SUERO PORCINO POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA (ENTRE LOS
EJEMPLOS, ANALISIS DE UN
ANALGESICO/NARCOTICO: OXICODONA)

Se usé un cartucho de extraccién de 1 mL/30
mg. Se acondiciond con: 1 mL metanol/1 mL de agua.
Se carg0: 1 mL de suero porcino con 0,2 pg de naloxo-
na (El). Se lavo con: 1 mL de metanol al 5% en agua.
Se eluy6 con: 1 mL de metanol. Se evaporo y se recons-
tituyd: a 40 °C bajo corriente de nitrégeno; 200 uL de
fase movil.

ANALISIS DE MORFINA Y SUS METABOLITOS:
GLUCURONIDOS, EN SUERO PORCINO POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se us6 un cartucho de extraccion de 1 mL/30 mg. Se
acondiciond con: 1 mL metanol. Se equilibré con: 1
mL de agua. Se cargd: 1 mL de suero porcino con El.
Se lavé con: 1 mL de agua. Se eluyo con: 0,5 mL de
trietilamina 3% metanol. No se requirio evaporacion:
se inyect6 la muestra directamente.

ANALISIS DE SEDANTES, CLORDIAZEPOXIDO Y
METABOLITOS, EN SUERO PORCINO POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se us6 un cartucho de extraccion de 1 mL/30 mg. Se
acondicion6 con: 1 mL metanol/1mL de agua. Se car-
g6: 1mL de suero porcino con 1,5 pg/mL de demoxe-
pam (EI). Se lavo con: 1 mL de metanol al 5% en agua.
Se eluy6 con: ImL de metanol. Se evaporo y se recons-
tituy6: a 40 °C bajo corriente de nitrogeno; 200 uL de
fosfato de potasio 20 mM (pH 7)/metanol 8:2 (v/V).

ANALISIS DE DROGAS EN PLASMA POR
EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se usé un cartucho de extraccion de 1 mL/30 mg. Se
acondicioné con: 1 mL metanol/1 mL de agua. Se cargo:
1 mL de plasma con naloxona (EI). Se lavo con: 1) 1 mL
de metanol al 5% que contenian NH,OH 2%. 2) 1 mL



de metanol al 20% que contenian NH,OH 2%. Se eluy6
con: 0,5 mL de metanol al 25% que contenian AcOH
2%. No se requirié evaporacion ni reconstitucion.

ANALISIS DE DROGAS, NALTREXONA, EN PLAS-
MA PORCINO POR EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se us6 un cartucho de extraccion de 1 mL/30 mg. Se
acondiciond con: 1 mL metanol/1mL de agua. Se cargo:
1 mL de plasma porcino con El. Se lavo con: 1 mL de
metanol 5%/NH,OH 2%. Se eluy6 con: 0,5 mL de me-
tanol 25%/AcOH 1%. Se diluy6 con: 0,5 mL de agua.

Preparacion de muestras
para headspace

MUESTRA DE ORINA

Una muestra de orina (5 mL) fue transferida a un
vial de headspace de 20 mL y se le agregé 1 mL de buffer
de acetato de amonio (1 M, pH 6,5). Se agreg0 beta-glu-
curonidasa (10 mL) de Escherichia coli K12 (Roche Mo-
lecular Biochemical) y la mezcla fue termostatizada a
37 °C durante 90 min para la hidro6lisis enzimatica. Un
Twister TM (Gerstel GmbH, Alemania) de 1 cm x 0,5
mm d¢ (24 pL) PDMS fue agitado en la muestra duran-
te 60 min a 1.000 rpm. Después del muestreo, la barra
de agitacion fue sacada del vial con tweezers, enjuagada
con unos pocos mililitros de agua pura y puesta en pa-
pel tissue limpio para sacar las gotitas de agua residua-
les. El Twister fue puesto en un tubo vacio de vidrio de
desorcién térmica de 187 mm de longitud, 6 mm d.e.
y 4 mm d.i. para la desorcién térmica.

La acilacion in situ de las muestras de orina se reali-
z6 asi: después de la hidrolisis con beta-glucuronidasa, se
agregaron 0,75 g de carbonato de potasio (Sigma-Al-
drich) y 0,5 mL de anhidrido acético (Sigma-Aldrich).

MUESTRA DE SANGRE O DE BILIS

Una muestra de sangre o de fluido biliar (1 mL) se
puso en un vial de headspace de 20 mL y se agregé 1 mL
de buffer de acetato de amonio (1 M, pH 6,5). Se agre-
g6 beta-glucuronidasa (10 mL) de Escherichia coli K12y
la mezcla fue equilibrada a 37 °C durante 90 min. Se
agreg6 metanol (1 mL) y se coloco la mezcla en un ba-
fo ultrasénico durante 15 min. La mezcla fue diluida
con 10 mL de agua bidestilada y el muestreo SBSE fue
realizado como con las muestras de orina.

MUESTRA DE CONTENIDO ESTOMACAL

El contenido estomacal (1 g) fue mezclado con 1
mL de metanol y 10 mL de agua y se efectud SBSE co-
mo se describiera anteriormente.
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Resultados y Discusion

1. ANALISIS DE ANFETAMINAS EN ORINA
MEDIANTE CG/EM USANDO EXTRACCION EN
FASE SOLIDA

Clasificacion de las anfetaminas: Estimulantes. Nom-
bres comerciales u otros: Bifetamina; Desoxina; Dexe-
drina; Obetrol; Ice. Usos médicos: Desorden de déficit
de atencidn; narcolepsia; control de peso. Dependen-
cia fisica: posible. Dependencia psicologica: alta. Tole-
rancia: si. Duracion: 2-4 horas. Método de consumo
usual: oral; inyectado; fumado. Posibles efectos: alerta
incrementado; excitacion; euforia; aumento del pulso
y de la presion sanguinea; insomnio; pérdida de apeti-
to. Efectos de sobredosis: agitacion; aumento de la tem-
peratura corporal; alucinaciones; convulsiones; posible
muerte. Sindrome de abstinencia: apatia; largos perio-
dos de suefio; irritabilidad; depresion; desorientacion.

En los Ultimos 6 afios las anfetaminas (Fig. 2) se han
analizado mediante HPLC como derivados acetilados
(53), mediante espectrometria de movilidad i6nica con
desorciéon térmica (54), mediante cromatografia de
fluidos supercriticos y electroforesis capilar zonal (55).
Recientemente se usé SPME combinada con derivatiza-
cion para determinar anfetaminas mediante CL (56).

Se analiz6 3,4-metilendioxi-N-metilanfetamina
(MDMA) mediante espectroscopia de 13C-RMN en es-
tado sélido (57) y espectroscopia de IR cercano (58).
El perfil de impurezas en las anfetaminas ilicitas fue rea-
lizado mediante HPLC y EC, utilizando microextrac-
cion en fase solida (59) y SPE (60). Las propiedades es-
pectrales UV, IR, RMN y EM, asi como los datos
cromatograficos fueron registrados para 4-metiltioanfe-
tamina (61). Se efectud la sintesis de 2,3- y 3,4-metilen-
dioxifenilalquilaminas y su diferenciacion regioisoméri-
ca mediante andlisis por EM usando CG-EM-EM (62).

Se determinaron las anfetaminas en sangre median-
te CG-EM después de HS (headspace)-SPME y derivatiza-
cién (63); también se analizaron en orina humana
(64)(65). La cuantificacion aquiral y quiral de metanfe-
tamina y anfetamina en orina se hizo en una columna
semimicro de HPLC con detecciéon de fluorescencia
(66). Las anfetaminas se determinaron en pelo por CG-
EM (67) y también por extraccion con fluidos supercri-
ticos (68). La cuantificacion de anfetamina, metanfeta-
mina y sus metilendioxi derivados se realizé en orina
mediante SPME con espectrometria de ionizacion de
electrospray-movilidad iénica con forma de onda asimé-
trica de alto campo-EM (69). Se logro el 6ptimo perfil
de metanfetamina mediante SPME (70), HS-SPME muy
sensible de un paso para el anélisis de anfetaminas en
orina por CG-EM (71)(72) y con derivatizacién on-co-
lumn (73). Se analizaron la metanfetamina y sus meta-
bolitos en pelo (74). Recientemente, se analizaron an-
fetamina y metanfetamina en suero mediante SPME
con CL-ionizacidn de electrospray-EM tandem (75).
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Figura 2. Estructuras quimicas de las anfetaminas.

En la Figura 3 se muestra el cromatograma gas-li-
quido de anfetamina (1) y metanfetamina (2).

Deteccion rapida y precisa de anfetaminas en orina median-
te SPME/CG-EM. Se desarroll6 un método rapido, senci-
lloy preciso para analizar, en orina, metanfetaminay su
principal metabolito, anfetamina, usando SPME de
headspace calentado y CG capilar (76). Para ello, fue ne-
cesario sellar 1 mL de muestra de orina en un vial de 12
mL, a continuacion se agrego el estandar interno (5 pg
de metanfetamina pentadeuterada) y 0,7 g de carbona-
to de potasio, y la muestra fue calentada a 80 °C durante
20 min en un calentador de bloque.

Luego se expuso una fibra de SPME recubierta con un
film de 100 pm de polidimetilsiloxano al headspace arriba
de la muestra durante 5 min, luego se introdujo la fibra
dentro del inyector del cromatografo. En un sistema equi-
pado con CG con monitoreo de seleccion de iones de EM
por ionizacion quimica (mass spectrometry/chemical ioniza-
tion selected ion monitoring: CG-EM/CI-SIM), este analisis
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Figura 3. Cromatograma iénico total de anfetamina (1) y metanfe-
tamina (2). Columna: DB-1 (J & W Scientific); 15 m x 0,25 mm x
0,25 micrometros. Temperatura de inyeccion: 220 °C. Temperatu-
ra del horno: Inicial: 60 °C por 1 min; 60 °C - 160 °C a 25 °C/min;
160 °C - 300 °C a 40 °C /min; Final: 300 °C. TIC: total ion chro-
matogram.



resulté 20 veces mas sensible que una extraccion con-
vencional por headspace. Los coeficientes de correla-
cion para metanfetamina y anfetamina, en base a d5-
metanfetamina, fueron 0,9999 para concentraciones
de 0,2-10 mg/L y 0,9970 para concentraciones de 5-100
mg/L. Los respectivos coeficientes de variacion para
metanfetamina y anfetamina a 5 mg/L en orina fueron
7,0%y 5,1%.

En la Figura 4 se presenta el CG de una muestra
compleja de anfetaminas.

1
bc Ef
gh j
i k
a
d
1
IS Y
] = 10 nuin

Figura 4. Cromatograma de 13 anfetaminas. Condiciones experimen-
tales: Columna: Heliflex® AT-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; Tem-
peratura: 100 °C (se mantiene O min) hasta 250 °C a 10 °C/min; Gas
Carrier: Helio a 1,0 mL/min (36 cm/s); Detector: FID a 325 °C. Iden-
tificacién de los picos: a. Anfetamina, b. Metanfetamina, c. N-Etilan-
fetamina, d. Fenilpropanolamina, e. 4-Metoxianfetamina, f. 2,3-
MDA, g. 3,4-MDA, h. 2,3-MDMA, i. 3,4-MDMA, j. 3,4-MDE,
k.MDPA, |.4-Bromo-2,5-dimetoxifenetilamina, 1. Benzfetamina.

Se lleg6 a la conclusién que ademas de la rapidez,
sencillez y precision, el método de SPME de headspace
podria, en algunas circunstancias, reducir el potencial
de interferencia por drogas co-administradas. En un
inmunoensayo para metanfetamina y anfetamina,
clorpromazina y sus metabolitos se obtuvieron falsos
positivos (77), pero estos compuestos no afectaron el
analisis al usar SPME de headspace.

Se desarrollé un procedimiento similar para deter-
minar anfetaminas en sangre (59)(78)(79); en lugar
de carbonato de potasio, se usé 0,5 mL de hidroxido
de sodio 1N para llevar los analitos al headspace. Re-
cientemente, se realizo la derivatizacion simultanea y
la extraccion de drogas tipo anfetamina en orina con
HS-SPME/CG-EM (80).

En la Figura 5 se muestra un cromatograma de an-
fetamina (1) y metanfetamina (2) en orina.
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Figura 5. Anfetamina (1) y metanfetamina (2) en orina. Muestra:
1 mL de orina (100 pg de cada analito, 5 pg de d5-metanfetami-
na, 0,7 g de K,CO3) en un vial de 12 mL. Fibra de SPME: 100
um de polidimetilsiloxano. Extraccion: headspace, 80 °C, 5 min
(muestra incubada 20 min); Desorcion: 3 min, 250 °C. Columna:
polidimetilsiloxano, 15 m x 0,53 mm DI, 2,0 um film; Condicio-
nes isotérmicas: 110 °C; Carrier: nitrégeno, 25 mL/min; Detector:
FID, 250 °C; Inyector: sin divisor, 250 °C. A) SPME con headspa-
ce caliente. B) Headspace convencional. Identificacion de los pi-
cos: a. Anfetamina, b. Metanfetamina.

Se us6 SPME para la rapida identificacion y cuanti-
ficacion (81) de anfetaminas en orina. Se extrajo la
droga del headspace por encima de la muestra de ori-
na, se expuso la droga adsorbida sobre la fibra del SP-
ME al headspace por encima del reactivo derivatizante,
luego se introdujo la droga derivatizada dentro de un
sistema CG capilar-EM (Fig. 6). La derivatizacion au-
menta la sensibilidad del analisis; el procedimiento de
headspace elimina los componentes extrafios de la ori-
na e introduce el reactivo derivatizante de minimo re-
siduo dentro del sistema CG-EM, minimizando las in-
terferencias. Los resultados son lineales desde 0,2
pg/mL hasta 100 pg/mL. Este método se estd eva-
luando para detectar otras drogas de abuso - cocaina
y MDA/MDMA.

Determinacion de ecstasis en orina, usando SBSE. Otro
ejemplo se refiere a la determinacion de metilendioxi-
metanfetamina (MDMA, ecstasis) (estructura quimica
en Fig. 2) en la muestra de orina de un consumidor re-
creacional. Este compuesto relativamente polar (log
Ko/w = 2,3) fue trazado en EIC a m/z 177 (Fig. 7).
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Figura 6. Anfetaminas en orina (muestra caso). Muestra: 1 mL de
orina + 0,7 g de K,CO3 en un vial de headspace de 20 mL, equi-
librado a 80 °C durante 30 min. Fibra de SPME: 100 pm de poli-
dimetilsiloxano. Extraccién: headspace, 3-5 min, 80 °C; Derivati-
zacion: metil bis-trifluoroacetamida (BTFA) (headspace, 0,5 min,
ambiente); Desorcién: 270°C, 1 min; Columna: metilsiloxano,
12,5 m x 0,2 mm DI, 0,33 pm film; Horno: 60 °C durante 1 min;
60 °C - 140 °C a 30 °C /min; 140 °C durante 4 min; luego 140
°C - 276 °C a 20 °C/min; 276 °C durante 4 min; Detector: EM,
scaneo total; Inyector: sin divisor (cerrado 1 min), 270 °C.
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Figura 7. Cromatograma iénico extraido a m/z 177 del analisis SB-
SE-zZTD-CGC-MS de metilendioxi-metanfetamina (MDMA, ecsta-
sis) (3) en la orina de un consumidor recreacional.

La p-metoxianfetamina (PMA) es una droga disefia-
da, relativamente nueva, tipo anfetamina que se vende
generalmente como ecstasis 0 MDMA. Debido a que
los efectos alucinatorios estan retardados en compara-
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cion con los de ecstasis y el compuesto es mas toxico,
la ingesta de varias tabletas ha provocado intoxicacio-
nes letales.

Para el analisis por CG-EM, la anfetamina se hace
reaccionar con un anhidrido para dar el derivado N-
acetilado (82)(83), que presenta mejor comportamien-
to cromatogréfico en las columnas capilares no-pola-
res. En el caso de preparar la muestra mediante SBSE,
la acilacion también aumenta mucho el enriquecimien-
to. La muestras blanco de orina (5 mL) fueron sembra-
das con niveles de concentracion entre 5y 500 pg/L,
hidrolizadas enziméaticamente y se agregaron 0,75 g de
carbonato de potasio. Después del agregado de 0,5 mL
de anhidrido acético, la mezcla fue inmediatamente agi-
tada con un Twister. La N-acetil-p-metoxianfetamina fue
recuperada en un 32% y pudo ser selectivamente extrai-
daam/z 121. La Figura 8 presenta una muestra de ori-
na sembrada con una concentracion de 50 pg/L. La re-
gresion lineal del area del pico de N-acetil PMA versus
las concentraciones sembradas de PMA revelaron una
buena linealidad (coeficiente de correlacion > 0,99)
del procedimiento de derivatizacion in-situ-SB-
SE-TD-CGC-MS (curva de calibracion de PMA sem-
brada en orina a concentraciones entre 5y 500 pg/L).

Abundancia
(x 10-3)

420 1

280 -

140 1

16 min

4 B 12

Figura 8. Cromatograma iénico extraido a m/z 121 de una muestra
de N-acetil-p-metoxianfetamina (N-acetil PMA) (4) por el método
SBSE-TD-CGC-MS, siendo PMA sembrada en una muestra blanco
de orina (5 mL) a una concentraciéon de 50 pg/L.

2. ANALISIS DE CANABINOIDES

Se registro un método de verificacion usando CG
con detector de ionizacion de llama para un estandar



de d9-tetrahidrocanabinol (6) (d9-THC) (Fig. 9). Se
determing la potencia de d9-THC y otros canabinoides
en marihuana confiscada dentro de EE.UU. desde
1980 a 1997 (84). Se describié un método ELISA usan-
do extractos etéreos de muestras de marihuana para
distinguir muestras de Cannabis sativa de otras especies
vegetales (85). Se determinaron d9-THC y 11-nor-9-car-
boxi-d9-THC (THC-COOH) en sangre entera median-
te extraccion polar en fase solida (SPE) y CG-EM (86).

THC-COOH fue detectado en muestras bioldgicas
mediante CG-EM-EM (87) y CL-EM-EM (88). Se utili-
z6 HS-SPE automatica para la determinacion de cana-
binoides en muestras de pelo (89).

Clasificacion de Tetrahidrocanabinol: Cannabis.
Nombres comerciales u otros; THC; Marinol. Usos mé-
dicos: anti-nduseas. Dependencia fisica: desconocida.
Dependencia psicologica: moderada. Tolerancia: si.

CH,

HyC
CgHiy

Canabinol (CBN) (5)

HyC
GgHyy

HyC
A%-Tetrahidrocanabinol (A%-THC)
Molécula psicoativa primria) (6)

Hy

i
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Duracién: 2-4 horas. Método de consumo usual: fuma-
dos; oral. Posibles efectos: euforia; inhibiciones relaja-
das; aumento del apetito; desorientacion. Efectos de
sobredosis: fatiga; paranoia; posible psicosis. Sindro-
me de abstinencia: informes ocasionales de insomnio;
hiperactividad; disminucion del apetito.

En la Figura 10 se muestra el CG de 6 canabinoides
usando una columna especifica para el anélisis de dro-
gas por CG (AT-Drug2, Alltech) y en la Figura 11 el
cromatograma de extraccion de 9-carboxiTHC de ori-
na humana.

En la Figura 12 se muestra el andlisis de carboxi-
THC en orina mediante CG-EM usando extraccion en
fase solida, con d9-tetrahidrocanabinol (6) y carbo-
xi-d9-tetrahidrocanabinol (7).

Uso de SBSE para canabinoides. La Figura 13(A)
muestra la deteccion de compuestos y metabolitos re-
lacionados con Cannabis en las muestras de orina de

Oy
oH
Hal:

.Illr HD. mll

Canabidiol (CBD) (9)

Chy
OH
Fal
CgHis

Hyt:

A8-Tetrahidrocanabinol (AS-THC)

0:H

Cgtyg

Acido Ad-tetrahidrocanabindlico

Figura 9. Estructuras quimicas de los canabinoides.
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Figura 10. Cromatograma de 6 canabinoides. Condiciones experimenta-
les: Columna: Heliflex® AT-Drug 2, 10 m x 0,53 mm x 1,20 pm; Condi-
ciones isotérmicas: 220 °C; Carrier: Helio a 7,2 mL/min (55,7 cm/s); De-

tector: FID a 300 °C. Identificacion de los picos: a. Canabiciclol, b.
Canabidiol, c. A8-THC, d. A9-THC (6), e. Canabigerol, f. Canabinol (5).

min

—_— L-

0 4 )

Figura 11. Cromatograma de 9-carboxi-THC en orina. Condiciones expe-
rimentales: Columna: Heliflex® AT-1, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Con-
diciones isotérmicas: 270 °C; Carrier: Helio a 26 cm/s; Detector: FID a
300 °C. Identificacion de los picos: a. 9-COOH-THC (Derivatizado) (7).

min
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Figura 12. Cromatograma de orina de un adicto a canabinoides. Colum-
na: DB-1 (J & W Scientific); 15 m x 0,25 mm x 0,25 micrometros. Tem-
peratura de inyeccién: 260 °C. Temperatura del horno: Inicial: 100 °C
durante 3 min; 100 °C - 180 °C a 30 °C /min; 180 °C - 265 °C a 10
°C /min; 265 °C - 300 °C a 30 °C/min; Final: 300 °C durante 1 min.

un adicto mediante cromatografia extractiva idnica (ex-
tracted ion chromatography: EIC) seleccionando los res-
pectivos iones m/z 205, 231 y 295 para canabicromeno
(8), canabidiol (9), canabielsoina (10) y canabinol (5).
Todos los compuestos detectados presentaron altos va-
lores de log Ko/w (> 5) y en consecuencia mostraron
gran afinidad por la barra agitadora recubierta con po-
lidimetilsiloxano (PDMS). Se calcularon las recupera-
ciones tedricas a partir de los valores especificos de log
Ko/w del soluto usando el paquete de software Twister
Calculator (Gerstel), que se basa en el programa Kow-
WIN (90) y resultaron ser todas superiores a 99%.

Dos de los canabinoides se detectaron en la bilis de
la misma persona [Fig. 13 (B)]: canabidiol (9), que es
una de las sustancias primarias de la planta de mari-
huana, y canabicromeno (8). Los fluidos biol6gicos
turbios, como la bilis o las muestras de sangre, fueron
mezclados con metanol y puestos en un bafio ultraso-
nico durante 15 min antes de someterlos a la extrac-
cion SBSE; esto produjo la lisis de las células para la
mejor liberacion de las drogas de la matriz.

Mediante la seleccion de ion(es) especificos del
compuesto de interés y mediante el enfoque en venta-
nas especificas de tiempos de retencion, se puede ha-
cer la identificaciéon correspondiente. Esto se ilustra
mediante los gréaficos de contorno selectivo de CG-EM
para una ventana de retencion entre 17 y 30 min y una
ventana ionica entre m/z 180 y 400 de muestras de ori-
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Figura 13. Cromatogramas idnicos extraidos a m/z 205, 231, 295
del analisis SBSE-TD-CGC-MS de canabicromeno (8), canabidiol
(9), canabielsoina (10) y canabinol (5), respectivamente en la (A)
orina y (B) bilis de un consumidor de Cannabis.

na, sangre y contenido estomacal de un mismo adicto
a las drogas. Se seleccionaron las principales trazas de
iones para canabinoides, el grupo metadonayy las ben-
zodiazepinas. Canabicromeno, 7-hidroxicanabidiol,
canabidiol, alfa-canabielsoina, un analogo de alfa -ca-
nabielsoina, metabolito | de la metadona, diazepam y
temazepam fueron facilmente elucidados en el grafico
de contorno de orina. La presencia de estos compues-
tos fue verificada mediante el andlisis de los EM a unos
dados tiempos de retencién en el cromatograma RTL
“convencional”.

3. ANALISIS DE COCAINA

Se procedi6 a la validacion de un método de CG/EM
con trampa ionica para la determinacion de cocaina y
metabolitos y cocaetileno en sangre entera postmortem
(91). La benzoilecgonina fue determinada en orina me-
diante derivatizacion con hexilcloroformiato en fase
acuosa y SPE seguida de CG/EM cuadrupolar en tram-
pa idnica (92). Se realizé un anélisis HS-SPME/ CG-EM
del solvente residual atrapado en cocaina ilicita (93).
Recientemente, se detectaron cocaina y cocaetileno en
sudor mediante SPME y CG-EM (94).

Clasificacion de la cocaina: estimulante. Nombres
comerciales u otros: Coke; Flake; Snow; Crack (la cocaina
es designada como narcético segun la CSA). Usos mé-
dicos: anestésico local. Dependencia fisica: posible. De-
pendencia psicoldgica: alta. Tolerancia: si. Duracion:
1-2 horas. Método de consumo usual: olfato; fumado;
inyectado. Posibles efectos: alerta incrementado; exci-
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tacion; euforia; aumento del pulso y de la presion san-
guinea; insomnio; pérdida de apetito. Efectos de sobre-
dosis: agitacion; aumento de la temperatura corporal;
alucinaciones; convulsiones; posible muerte. Sindrome
de abstinencia: apatia; largos periodos de suefio; irrita-
bilidad; depresion; desorientacion.

Los productos metabdlicos y de pirolisis de la cocai-
na (11) se muestran en la Figura 14 y el cromatograma
CG de cocaina (11) y sus metabolitos: ecgonina metil
éster y benzoilecgonina (12) en la Fig. 15.

Se analizaron cocaina (11) y benzoilecgonina (12)
en orina mediante CG/EM usando extraccion en fase
solida (Fig. 16).

Se desarrollé un método para detectar cocaina en ori-
na mediante el método de SPME con fibra de inmersion,
combinando SPME con CG capilar en una columna de
polidimetilsiloxano (30 m x 0,32 mm DI, 0,25 pm film) y
un detector de nitrégeno-fésforo (95). Debido a que la
extraccion por headspace da valores bajos de recupera-
cién para la cocaina, se sumergié una fibra SPME de po-
lidimetilsiloxano de 100 um dentro de las muestras.

Para demostrar esta técnica, se agregaron 0,5 mL de
orina, 250 ng de cocaina y 250 ng de estdndar interno
(cocapropileno, preparado segun (96)) a un vial de 1
mL que contenia 20 pL de una solucion de fluoruro de
sodio al 2,5% y una pequefia barra magnética de agita-
cion. Se insert6 la aguja en un sistema SPME a través
del septum que sella el vial, se sumergio la fibora SPME
en la muestra durante 30 min, luego se expuso la fibra
en la zona de inyeccion, caliente, durante 3 min para
asegurar una completa desorcion del analito extraido.

La Figura 17 muestra los cromatogramas de cocai-
nay del estandar interno (cocapropileno) en metanol
(inyeccion directa, 20 ng de cada uno, on-column), la
drogay el estandar interno segun se extrajeran de una
orina sembrada, y un extracto de una orina blanco.
Los extractos son muy limpios — el fondo de la orina
no interfiere con el andlisis. Los respectivos valores de
recuperacion para la cocainay el estandar interno, de-
terminados por comparacion de las areas de los picos
de los extractos con respecto a aquellos de la solucion
metanolica, fueron de 20% y 30%. Las extracciones
fueron lineales desde 30 ng-250 ng/0,5mL de orina; el
limite de deteccidn para la cocaina fue de aproxima-
damente 6 ng/0,5mL de orina.

También, los compuestos polares que muestran menor
afinidad por la fase de PDMS pueden ser adecuadamente
enriquecidos. La cocaina (benzoilecgonina metil éster,
log Ko/w = 2,2) es enriquecida en un 40% en la muestra
acuosa de 5 mL mientras que el analogo de etilbenzoilec-
gonina (cocaetileno, log Ko/w = 2,7) es recuperado en un
65%. Este Ultimo compuesto se forma en el organismo hu-
mano si la cocaina se administra en combinacion con be-
bidas alcohélicas (etanol) (97). Ambos compuestos pudie-
ron ser automaticamente detectados en la orina de un
adicto a cocaina (Fig. 18) mediante SBSE.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82
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Figura 14. Productos metabdlicos y de pirélisis de la cocaina.

e

0 4 4
Figura 15. Cromatograma de cocaina (11) y sus metabolitos: ecgonina
metil éster y benzoilecgonina (12). Condiciones experimentales: Colum-
na: Heliflex® AT-Drug 1, 10 m x 0,53 mm x 1,20 um; Temperatura: 170
°C (se mantiene 1min) hasta 250 °C a 10°C/min; Carrier: Helio a 9 mL-
/min (64,6 cm/s); Detector: FID a 300 °C. Identificacion de los picos: a.
Ester metilico de la ecgonina, b. Cocaina (11), c. Benzoilecgonina (12).
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Figura 16. Cromatograma de cocaina (11) y benzoilcocaina (12) en
orina. Columna: DB-1 (J & W Scientific); 15 m x 0,25 mm x 0,25
micrometros. Temperatura de inyeccién: 250 °C. Temperatura del
horno: Inicial: 100 °C durante 1 min; 100 °C - 260 °C a 20 °C
/min; Final: 260 °C. Identificacion de los picos: a. Cocaina, b. Ben-
zoilecgonina.
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Figura 17. Cromatograma de cocaina y estandar interno en meta-
nol, en orina y orina blanco. Muestra: 0,5 mL de orina (250 ng de
cada analito, 20 pL de NaF al 2,5%) en un vial de 1mL. Fibra de
SPME: 100 um de polidimetilsiloxano. Extraccién: inmersion, 30
min; Desorcién: 3 min, 240 °C; Columna: polidimetilsiloxano, 30 m
x 0,32 mm DI, 0,25 pm film; Horno: 120 °C — 280 °C a 10 °C/min;
Carrier: helio, 3 mL/min; Detector: NPD, 280 °C; Inyector: sin di-
visor (divisor abierto después de 1 min), 240°C. Identificacién de
los picos: a. Cocaina, b. Cocapropileno.
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Figura 18. Cromatogramas idnicos extraidos a m/z 182 y 196 del
analisis SBSE-TD-CGC-MS de cocaina (11) y etilbenzoilecgonina
(cocaetileno, (13) en una muestra de orina.
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También se analizaron simultaneamente diferentes
drogas de abuso: metanfetamina (2), cocaina (11) y
heroina (o diacetilmorfina) (14) (Fig. 19).

2 4 6§ 8 10

min

Figura 19: Cromatograma de metanfetamina (2), cocaina (11) y he-
roina (14). Condiciones experimentales: Columna: Heliflex® AT-
35ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; Temperatura: 200 °C (se man-
tiene O min) hasta 330 °C (se mantiene 8,5 min) a 20 °C/min;
Carrier: Helio a 0,6 mL/min (22,5 cm/s); Detector: FID a 340 °C.
Identificacion de los picos: a. Metanfetamina (2), b. Cocaina (11),
c. Diacetilmorfina (14).

4. ANALISIS DE MORFINA Y NARCOTICOS
RELACIONADOS

La noscapina fue identificada mediante CG-EM co-
mo un adulterante en 22 casos de heroina ilicita (98).
Muestras de heroina de la calle fueron analizadas por
CG/FID para desarrollar un modelo predictivo para
distincion de lotes (99). Un total de 198 muestras ilici-
tas de heroina fueron analizadas para determinar los
contenidos de metal (100).

Se determino el origen geogréafico de las muestras
de heroina (14) y cocaina (11) usando RMN de rela-
cion isotopica de sitio especifico de deuterio (site-speci-
fic isotopic ratio deuterium nuclear magnetic resonance)
(101). Se determiné el perfil quimico de muestras de
heroina ilicita (102). La redistribucién postmortem de
morfina y sus metabolitos fue determinada en 40
muertes relacionadas con heroina (103). Se describi6
un método para el andlisis de etorfina en muestras
postmortem usando HPLC con deteccion UV de arreglo
de diodos (104). Se detectaron heroina, cocaina y ecs-
tasis en pelo mediante radioinmunoensayo, HPLC y
electroforesis capilar (105).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82
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Las estructuras quimicas de los morfinanos se
muestran en la Figura 20 y el cromatograma CG de
morfina (16) y dos derivados: 6-acetilmorfina (17) y
diacetilmorfina (heroina) (14), obtenido con una co-
lumna especifica para drogas (AT-Drug 3, Altech) se
muestra en la Fig. 21.

5. ANALISIS DE FENCICLIDINA

Clasificacion de fenciclidina: alucinogeno. Nom-
bres comerciales u otros: PCE; PCPy; TCP; PCP; Hog;
Loveboat; Angel Dust. Usos médicos: ninguno. De-
pendencia fisica: desconocida. Dependencia psicolo-
gica: alta. Tolerancia: si. Duracion: dias. Método de

consumo usual: oral; fumado. Posibles efectos: ilusio-
nes y alucinaciones; alteracion de la percepcion de
tiempo y distancia. Efectos de sobredosis: episodios
de “viajes” mas largos, mas intensos; psicosis; posible
muerte. Sindrome de abstinencia: desconocido. La
estructura quimica de la fenciclidina se encuentra en
la Figura 22.

En la Figura 23 se presenta un cromatograma de
una muestra artificial de drogas alucindgenas: mesca-
lina, N,N-dimetiltriptamina, ketamina y fenciclidina
(18) y en la Figura 24 se muestra el andlisis de fencicli-
dina (18) en orina mediante CG-EM usando extrac-
cion en fase sélida.
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Figura 20. Estructuras quimicas de la morfina y relacionados.
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Figura 21. Cromatograma de morfina (16) y dos derivados: 6-ace-
tilmorfina (17) y diacetilmorfina (heroina) (14). Condiciones expe-
rimentales: Columna: Heliflex® AT-Drug 3, 10 m x 0,53 mm x 1,20
um; Condiciones isotérmicas: 240 °C; Carrier: Helio a 10 mL/min
(79,4 cm/s); Detector: FID a 300°C. Identificacion de los picos: a.
Morfina (16), b. 6-Acetilmorfina (17), c. Diacetilmorfina (14).
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Figura 22. Estructura quimica de la fenciclidina.

6. ANALISIS DE BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas (Fig. 25) fueron identificadas
en fluidos biol6gicos usando CG con columna dual y
EMIT inmunoensayo (106), SPE seguido de CG-EM
(107), y SPME automatico en tubo con CL/ESI-EM
(108). Diazepam fue determinado en plasma humano
mediante SPME and CGC-EM (109). Alprazolam y sus
metabolitos fueron cuantificados en plasma humano
usando LC/ESI-EM/EM (110).

Se informaron analisis, simples y rapidos de color, pa-
ra el flunitrazepam (111). Se presentaron datos de mues-
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Figura 23. Cromatograma de una muestra artificial de drogas aluci-
nogenas. Condiciones experimentales: Columna: Heliflex® AT-5ms,
30 m x 0,25 mm x 0,25 pum; Condiciones isotérmicas: 225 °C; Ca-
rrier: Helio a 0,7 mL/min (25 cm/s); Detector: FID a 325 °C. Identi-
ficacion de los picos: a. Mescalina, b. N,N-dimetiltriptamina, c. Ke-
tamina (0,2 mg/mL), d. Fenciclidina (18).

Abundancia Ton 200,00 (199,70 a 200,70}

Ton 242,00 (241,70 a 242,70}
Ton 150,00 (185,70 a 85,70}

$500
Fenciclidina

6500
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500 ; l ﬁ .
440 510 600 6,80 min

Figura 24. Cromatograma de fenciclidina (18) en orina. Columna:
DB-1 (J & W Scientific); 15 m x 0,25 mm x 0,25 micrometros. Tem-
peratura de inyeccién: 250 °C. Temperatura del horno: Inicial: 100
°C durante 1 min; 100 °C - 230 °C a 20 °C /min; Final: 230 °C.

tras con flunitrazepam confirmado, obtenidas de casos
de conduccién de autos bajo efecto de drogas (112). Flu-
nitrazepam fue identificado en fluidos bioldgicos usando
CG-EM (113)(114), SPE y CG-EM (115), inmunoensayo
(116), e inmunoensayo enzimatico en microplacas y CG-
EM con ionizacion quimica negativa (117).
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Figura 25. Estructuras quimicas de las benzodiazepinas.
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Se usé SPME en la determinacion de diazepam uni-
do a albumina sérica humana (118) y SPME-CL con
deteccion UV para estudiar las interacciones de delo-
razepam-albumina sérica (119).

Las benzodiazepinas se prescriben en el tratamiento
de stress, ansiedad, desordenes de suefio y seizures pero
generalmente son consumidas por los adictos a las dro-
gas (120)(121). Por lo tanto, estan frecuentemente pre-
sentes en los casos forenses. El diazepam (19), flunitra-
zepam (20) y flurazepam (21) fueron sembrados de
soluciones estdndar de metanol (10 pL) en muestras
blanco de orina (5 mL) en concentraciones individuales
entre 5y 500 pg/L. Se agregdé N-metilclonazepam como
estandar interno (internal standard: 1S) a cada muestra a
un nivel constante de 50 pg/L. En forma similar a las
muestras reales, se agregd 1 mL de solucién de buffer de
acetato de amonio (pH 6,5) y se incubaron con beta-glu-
curonidasa. La Figura 26 muestra el EIC a m/z 86, 283,
312y 329 de una muestra blanco de orina sembrada con
concentraciones individuales de 50 pg/L.

La cuantificacion fue realizada con estas trazas de
iones selectivos. Debido a las diferencias relativas en
las recuperaciones de la extraccion SBSE y en el pro-
ceso de ionizacién de EM para las mismas concentra-
ciones de solutos se obtuvieron diversas abundancias.

Ahundancia (x 10-3)
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Figura 26. Cromatogramas i6nicos extraidos a m/z 86, 283, 312,
329 del andlisis SBSE-TD-CGC-MS de diazepam (19), flunitraze-
pam (20), flurazepam (21) y N-metilclonazepam (El, 22) sembra-
dos en una muestra blanco de orina (5 mL) a un nivel de concen-
tracion de 50 pg/L. Para la calibracion, el estandar interno fue
sembrado a 50 pg/L en todos los casos.
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En la Figura 27 se muestra el anélisis de benzodia-
zepinas, como derivados trimetilsililados, en orina.

d

Figura 27. Cromatograma de benzodiazepinas en orina, como deriva-
dos trimetilsililados. Condiciones experimentales: Columna: Heliflex®
AT-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; Temperatura: 240 °C (se man-
tiene 0 min) hasta 315 °C (se mantiene 5 min) a 10 °C/min; Carrier:
Helio a 0,8 mL/min (29 cm/s); Detector: MSD a 325 °C. Identifica-
cion de los picos (como derivados TMS): a. Desalquilflurazepam, b.
Nordiazepam, c. Halazepam, d. Oxazepam (23), e. Lorazepam (24),
f. Diazepam (19), g. Clordiazepéxido (25), h. Temazepam (26), i. Flu-
nitrazepam (20), j. Clonazepam, k. Prazepam, I. 7-Amino- flunitraze-
pam, Il. N-metilclonazepam (22), m. Alprazolam, n. alfa-hidroxialpra-
zolam, . Triazolam, o. alfa-hidroxitriazolam.

7. ANALISIS DE ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS
EN ORINA

Se desarroll6 un método para extraer antidepresi-
vos triciclicos (Fig. 28) de la orina, usando SPME
headspace y CG capilar (122). Se expuso una fibra SP-
ME de 100 pm de polidimetilsiloxano al headspace por
encima de la muestra de orina, y los analitos adsorbi-
dos fueron introducidos en la columna capilar de po-
lidimetilsiloxano (30 m x 0,32 mm DI, 0,25 pm film).

A un vial de 7,5 mL que contenia una pequefia ba-
rra magnética de agitacion, se agregé 1 mL de orina
plus 1 pg de cada antidepresivo (amitriptilina (27), clo-
rimipramina, imipramina, trimipramina) y 50 puL de hi-
droxido de sodio 5M. Se calentd el vial sellado a 100 °C
en un aparato de calentamiento/agitacion. Después
de 30 min, se expuso la fibra al headspace por encima
de la muestra durante 15 min, luego se expuso la fibra
en la zona de inyeccion caliente durante 3 min.

La Figura 29 muestra el cromatograma de los anti-
depresivos triciclicos (amitriptilina, imipramina, trimi-
praminay cloriprimina) en orina después de la extrac-
cion del headspace por encima de la orina sembrada a
la cual se agregaron 50 pL de NaOH 5M, y sin NaOH,

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82
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Figura 28. Estructuras quimicas de antidepresivos triciclicos.
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Figura 29. Antidepresivos triciclicos en orina. Muestra: 1 mL de orina (1ug de cada analito + 50 pL de NaOH 5M) en un vial de 7,5 mL.
Fibra de SPME: 100 pum de polidimetilsiloxano; Extraccién: headspace, 15 min, 100 °C (muestra incubada 30 min); Desorcion: 3 min,
280 °C; Columna: polidimetilsiloxano, 30 m x 0,32 mm DI, 0,25 um film; Horno: 100 °C - 300 °C a 20 °C/min; Carrier: helio, 3 mL-
/min; Detector: FID, 280 °C; Inyector: sin divisor (divisor abierto despues de 1 min), 280 °C. Identificacion de los picos: a. Amitriptilina

(27), b. Imipramina, c. Trimipramina, d. Clorimipramina.
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asi como un extracto de un blanco de orina tratado
con NaOH. A pH neutro, la recuperacion de la droga
fue baja, y se requirio una base para aumentar la con-
centracion de los analitos en el headspace.

La solucion de NaOH 5M no causo interferencia en
el andlisis por los otros componentes de la orina, pero
el agregado de 0,5 g de cloruro de sodio o carbonato
de potasio ademas del NaOH, en un intento de lograr
una mayor recuperaciéon de la droga, produjo nume-
rosos picos adicionales que co-eluyeron con imiprami-
nay trimipramina. Los valores corregidos para la recu-
peracion de la droga en presencia de NaOH fueron de
10-20% (no como se indico en (122)). Las extraccio-
nes fueron lineales en el rango 0,05-2 pg/mL de orina,
y el limite de deteccion para cada droga fue de 24-38
ng/mL de orina.

Al desarrollar el analisis por SPME/CG se extraje-
ron cuatro antidepresivos triciclicos adicionales (car-
pipramina, clocapramina, desipramina, lofepramina)
a partir de muestras de orina, pero estos compuestos
se descompusieron en CG y fueron eluidos como picos
multiples. Tales analitos termosensibles deberian ser
analizados combinando la extraccion SPME de heads-
pace con andlisis de HPLC (SPME/HPLC).

Se efectud la preparacion de la muestra con SPME
con fibra en un tubo para la separacion por electrofo-
resis capilar de antidepresivos triciclicos en orina hu-
mana (123).

8. ANALISIS DE ANESTESICOS LOCALES
EN SANGRE

El cromatograma gas-liquido de lidocaina y meta-
bolitos en suero, con una columna especifica para el
analisis de drogas (AT-Drug2, Alltech) se muestra en la
Figura 30.

Se us6 SPME headspace en combinacion con CG ca-
pilar para extraer diez anestésicos locales de sangre
entera (124). Los analitos adsorbidos en la fibra SPME
de 100 um de polidimetilsiloxano se introdujeron en
una columna capilar de polidimetilsiloxano (30 m x
0,32 mm DI, 0,25 pm film).

Se agregd 1 mL de &cido perclorico 1M a 1 mL de
muestra de sangre entera que contenia 5 pg de cada
uno de los 10 anestésicos locales [benoxinato, bupiva-
caina, 2-(dietilamino)etil éster del acido p-(butilami-
no)-benzoico, dibucaina, aminobenzoato de etilo, lido-
caina, mepivacaina, prilocaina, procaina, tetracaina].

Después de 3 min de agitacion vigorosa con un vor-
tex, se centrifugd la muestra a 3.000 rpm durante 5
min, se transfirié el sobrenadante limpido a un vial de
7,5 mL que contenia una pequefia barra magnética de
agitacion, luego se agregaron 100 pL de hidroxido de
sodio 10 M y 0,5 g de sulfato de amonio. Después de
calentar el vial sellado a 100 °C durante 15 min, se ex-
puso la fibra al headspace por encima de la muestra du-
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Figura 30. Cromatograma de lidocaina y metabolitos en suero. Con-
diciones experimentales: Columna: Heliflex® AT-Drug 2, 10 m X
0,53 mm x 1,20 um; Condiciones isotérmicas: 220 °C; Carrier: He-
lio a 8 mL/min; Detector: FID a 270 °C. Identificacion de los pi-
cos: a. GX, b. MEGX, c. Lidocaina, d. Mepivacaina.

rante 40 min. A continuacion, se expuso la fibra en la
zona de inyeccion caliente durante 3 min.

La Figura 31 muestra los cromatogramas de las dro-
gas en metanol (inyeccién directa, 50 ng de cada uno
on-column), seguin se extrajera del headspace por encima
de la sangre sembrada, con el agregado de NaOH 10M
y 0,5 g de (NH,),SO,, y un extracto de headspace a par-
tir de un blanco de sangre. NaOH plus (NH,),SO, dio
la mejor combinacion de alta recuperacion de droga y
bajo background. Varias otras combinaciones de NaOH
y sal, incluyendo cloruro de sodio y carbonato de po-
tasio, dieron baja recuperacion de la droga o bien,
mas picos interferentes como hackground.

Bajo las mejores condiciones (adicion de NaOH
10M + (NH,4),SO,), la recuperacion de la droga fue de
s0lo 0,37% (procaina) a 11%. No obstante, no se tuvo di-
ficultad en cuantificar los resultados. Las extracciones
para estos compuestos, excluyendo la procaina, fueron
lineales en el rango de 0,5-12 pg/mL o 1-12 pg/mL de
sangre. Los limites de deteccion fueron de 60-250
ng/mL de sangre (bupivacaina, lidocaina, mepivacai-
na, prilocaina, tetracaina) o 250-830 ng/mL de sangre
[benoxinato, 2-(dietilamino)etil éster del &cido p-(buti-
lamino)benzoico, dibucaina, aminobenzoato de etilo].
Con un limite de deteccién > 2.500 ng/mL de sangre,
la procaina fue el inico compuesto problema. Los coe-
ficientes de variacion para las diez drogas fueron bue-
nos: 7-19% (mediciones durante el dia) o 7-23% (me-
diciones dia a dia). Otra vez, con respecto a las
extracciones liquido-liquido y extracciones en fase soli-
da convencionales, SPME es mas simple y mas rapida, y
produce extractos mas limpios. Esta técnica puede
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usarse en toxicologia forense, para el andlisis general
de las muestras para anestésicos locales antes de hacer
el andlisis por CG o por CG-EM. Bajo estas condiciones,
se usO una unica fibra SPME més de 50 veces. Se lim-
piaron las fibras contaminadas mediante desorcion tér-
mica en la zona de inyeccién (280 °C durante 1-2 h).

Se determind lidocaina mediante SPME (125) y
mediante HS-SPME en muestras forenses de pelo de
drogadictos (126) y en muestras de orina con EM
(127). Se determinaron anestésicos locales en mues-
tras de plasma humano usando CG-EM (128).

9. ANALISIS DE METADONA

Las estructuras quimicas de la metadona y sus meta-
bolitos se muestran en la Figura 32 y el cromatograma
correspondiente en la Figura 33.

La extraccion sortiva con barra agitadora (stir-bar
sorptive extraction: SBSE) causé un gran enriquecimien-
to para los solutos con coeficientes de distribucién oc-
tanol-agua mayores a 100 a partir de las muestras acuo-
sas. En la Figura 34 se muestra un perfil atipico del

Estandares en metanol
{(inyeccion directal

anélisis SBSE-TD-CGC-EM para una muestra de ori-
na de un adicto.

El cromatograma representa una coleccion de més
de 200 compuestos, ilustrando la versatilidad y la sensi-
bilidad de la técnica. La mayoria de los picos principa-
les se originan de los alimentos y/o de los procesos bio-
I6gicos (19)(20). En el perfil, la metadona (19,72 min)
(28), un potente analgésico y sedante ampliamente usa-
do en el tratamiento de la adiccion a heroina, pudo ser
identificada inmediatamente por su EM. La metadonay
sus metabolitos catabolicos muestran una afinidad muy
alta por PDMS (log Ko/w > 4,2) y son extraidos cuanti-
tativamente con SBSE. El analisis de otras drogas o me-
tabolitos en la matriz compleja en la Figura 34 lleva mu-
cho tiempo, pero puede ser simplificado usando un
método RTL/CG en combinacion con un programa de
blusqueda automatica de analitos de Agilent Technolo-
gies (45)(129). El método de CG fue fijado (“loquea-
do”) usando palmitato de etilo (RTL 17,68 min).

Se puede crear un banco de datos RTL mediante la
incorporacién de tiempos de retencion y datos de EM
de varios grupos de compuestos: cocaina y metabolitos,
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Figura 31. Anestésicos locales en sangre. Muestra: sobrenadante desproteinizado proveniente de (1 mL de sangre + 1 mL de acido per-
clérico 1M + 5 pg de cada analito + 100 pyL de NaOH 10M + 0,5 g de (NH4)2S04) en un vial de 7,5 mL; Fibra de SPME: 100 um de
polidimetilsiloxano; Extraccion: headspace, 40 min, 100 °C (muestra incubada 30 min); Desorcién: 3 min, 250 °C; Columna: polidime-
tilsiloxano, 30 m x 0,32 mm DI, 0,25 pm film; Horno: 100 °C durante 1 min; 100 °C - 290 °C a 10 °C/min; Carrier: helio, 3 mL/min;
Detector: FID, 280 °C; Inyector: sin division (divisor abierto desptes de 1 min), 250 °C. Identificacién de los picos: a. Aminobenzoato de
etilo, b. Prilocaina, c. Lidocaina, d. Procaina, e. Mepivacaina, f. Tetracaina, g. Bupivacaina, h. p-(Butilamino)benzoato de 2-(dietilami-

n)etilo, i. Benoxinato, j. Dibucaina.
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Figura 32. Estructuras quimicas de metadona y metabolitos.

opiatos, metadona y anélogos, canabinoides, anfetami-
nas, benzodiazepinas y barbituratos, como se muestran
en la Tabla Il, a modo de ejemplo.

Durante el procedimiento de analisis general, los da-
tos de CG-EM son automaticamente analizados para
elucidar similitudes en la informacion de retencion y de
EM entre la biblioteca y los compuestos detectados. Por
ejemplo, una elucidacion positiva del screener resultante
en el perfil de la Figura 34, confirma la presencia de 2-
etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina, un metabolito
de la metadona. Las ventanas de la basqueda resultante

para la deteccién del metabolito | de la metadona son:
ventana (a): cromatogramas idnicos extraidos a m/z 277
(Tion), 276 (Q1), 262 (Q2) and 220 (Q3); ventana (b):
espectro de masa; ventana (c): datos de tiempos de re-
tencion, respuesta de pico y relaciones idnicas espera-
das (expected: Exp%) y medidas (Act%) del EM.

En base a todos los datos, los iones especificos de
los solutos de interés pueden ser extraidos para mos-
trar la presencia de esos solutos en un fluido biolégico
en estudio. Las trazas de los iones selectivos a m/z 72,
273y 277 para metadona (28), el metabolito primario

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82
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Figura 33. Cromatograma de metadona y metabolitos (EMDP Y
EDDP). Condiciones experimentales: Columna: Heliflex® AT-Drug
2,10 m x 0,53 mm x 1,20 um; Condiciones isotérmicas: 200 °C;
Carrier: Helio a 20 mL/min; Detector: FID a 300 °C. Identificacion
de los picos: a. EMDP, b. EDDP, c. Metadona (25).
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Figura 34. Cromatograma iénico total del analisis SBSE-TD-CG-
C-EM de 5 mL de orina de un adicto. Identificacion de los picos:
a. Metadona (28), b. Androst-16-en-3-ol.

2-etiliden-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina (2-EDDP,
(30), 1,4-difenil-6-metil-1,4-dihidropirimidina-5-carbo-
nitrilo (31), y una impureza de la metadona (29) se
muestran en la Figura 35(A) para la muestra de orina
y en la Figura 35(B) para la muestra de sangre de la
misma persona.

En la muestra de sangre se detectaron principal-
mente metadona y una pequefia fraccion de 2-EDDP

Acta Bioquim Clin Latinoam 2006; 40 (3): 347-82

Tabla II. Tiempos de retencion fijados (tg), iones de interés (target
ions: Tion) y iones calificados (qualifier ions: Q1-Q3) de drogas intro-
ducidas en la biblioteca. Otras drogas pueden ser incorporadas facil-
mente en la biblioteca.

Nombre del compuesto tR Tion Q1 Q2 Q3
(min)

3-monoacetilmorfina
7-hidroxicanabidiol

23,08 327 285 162 215
21,78 312 244 284 187

alprazolam 26,67 279 308 204 273
amobarbital 14,93 156 141 157 142
beta-codeina 22,52 299 285 291 300
bromazepam 22,08 315 58 317 236
brotizolam 24,73 394 392 207 393
canabicromeno 17,67 231 174 232 246
canabidiol 21,85 231 238 223 195

canabielsoina
isdémero de la canabielsoina

22,45 205 247 147 148
22,62 205 247 147 148

canabinol 23,23 295 296 238 310
clonazepam 25,92 280 314 315 288
cocaina 20,27 182 303 304 198
delorazepam 22,25 75 304 303 305
diazepam 22,53 283 256 284 285

etilbenzoilecgonina
(cocaetileno)
flunitrazepam

20,77 196 82 96 317
24,00 312 285 313 286

flurazepam 25,20 86 99 87 387
heroina 24,15 327 369 310 268
hexobarbital 16,68 221 157 155 79
metadona 19,72 72 73 57 91

impureza de la metadona 20,17 72 73 193 165
metabolito | de la metadona 18,55 277 276 262 220
metabolito de la metadona 19,82 273 196 197 230
(1,4-difenil-6-metil-1,4-

dihidro-pirimidin-

5-carbonitrilo)

metilendioximetanfetamina 12,82 177 58 186 -

(MDMA ,XTC)
N-1-metilclonazepam, IS 25,25 329 328 302 294
N-acetil-

p-metoxianfetamina 15,38 121 148 105 86
nordazepam 23,13 242 241 270 269
papaverine 25,62 338 324 339 308

pentobarbital
secobarbital
temazepam
triazolam

15,23 156 141 157 155
15,80 168 167 195 97
23,83 271 273 272 300
27,42 313 315 342 238

mientras que en la orina, como se esperaba, se encon-
traron més compuestos relacionados con la metadona.

Como la mayoria de las drogas, una parte de la me-
tadona es metabolizada en la fase Il a su acido glucu-
ronido conjugado y por lo tanto, tiene que ser libera-
do antes del analisis. Es por eso que todas las muestras
son hidrolizadas enzimaticamente mediante beta-glu-
curonidasa. Esta enzima no interfiere en el andlisis SB-
SE-TD-CGC-MS porqgue no es absorbida en el recu-
brimiento PDMS.
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Figura 35. Cromatogramas iénicos extraidos a m/z 72, 273, 277 del
analisis SBSE-TD-CGC-MS de metadona (28), 2-etiliden-1,5-dimetil-
3,3-difenilpirrolidina (metabolito 1, (30), 1,4-difenil-6-metil-1,4-dihi-
dropirimidin-5-carbonitrilo (31) y una impureza de metadona (29),
respectivamente en la (A) orina y (B) sangre de un adicto a las drogas.

min

10. ANALISIS DE BARBITURICOS

En la Figura 36 se muestra el anélisis de unos 18
barbitdricos.
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11. PROCEDIMIENTOS GENERALES EN CLINICA
FORENSE

Se utilizé un método mejorado de extraccion en fa-
se sOlida para el andlisis sistematico toxicolégico en
fluidos biolégicos (130). Por este método se determi-
naron cuali y cuantitativamente en forma simultanea
drogas de abuso (opiatos, cocaina o anfetaminas) y
drogas de prescripcién médica (antidepresivos tricicli-
cos, fenotiazinas, benzodiazepinas, etc.) en sangre, ori-
na, bilis y contenido géstrico. Para ello, se hizo la ex-
traccion en fase solida con columnas Bond-Elut
seguida de CG-EM con detector de N/P y confirma-
cion mediante CG-EM después de derivatizar en los ca-
sos en que resultara necesario. Todas las muestras es-
tuvieron sometidas a un pretratamiento de sonicacién
durante 15 min plus hidrolisis enzimatica con beta-glu-
curonidasa en orina. Respecto a los estandares, se usé
nalorfina y trihexilamina para sustancias basicas, allo-
barbital para drogas acidicas y prazepam para las ben-
zodiazepinas.

Se desarroll6 un método para la determinacion
cuali y cuantitativa de parafenilendiamina en liquidos
bioldgicos (sangre, orina y contenido gastrico). El pro-
cedimiento analitico involucra desproteinizacion o hi-
drolisis, extraccion liquido-liquido, derivatizacion con
TFA seguida de analisis por CG-EM con trampa i6nica
(131). Se us6 bencidina como estandar interno para la
cuantificacion y la recuperacién de la extraccion fue
de un 85%, el limite de deteccion para la parafenilen-
diamina se determiné en 0,1 pg (S/N = 10).

Se us6 SPME a alta temperatura combinado con
CG-EM y SPME/CG-EM para la deteccion de drogas
(132-135). También se us6 HS-SPME (136). Se descri-
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Figura 36. Cromatograma de barbituratos. Condiciones experimentales: Columna: Heliflex® AT-5 ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Tem-
peratura: 150 °C (se mantiene O min) hasta 225 °C (se mantiene 2,5 min) a 6 °C/min; Carrier: Helio a 1,0 mL/min (33 cm/s); Detector:
FID a 325 °C. Identificacion de los picos: a. Barbital, b. Allobarbital, c. Aprobarbital, d. Butabarbital, e. Butetal, f. Butalbital, g. Amo-
barbital, h. Talbutal, i. Pentobarbital, j. Metohexital, k. Secobarbital, |. Hexobarbital, Il. Tiopental, m. Ciclopentobarbital, n. Mefobarbi-

tal, fi. Tiamilal, o. Fenobarbital, p. Alfenal.
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bieron nuevas tendencias en la preparacion de mues-
tras para el andlisis clinico y farmacéutico (137). Se
efectud la deteccion simultanea de algunas drogas de
abuso en muestras de saliva mediante la técnica SPME
(138). Se us6 SPME/CG para la determinacion de sol-
ventes residuales en productos farmacéuticos (139).
Se dieron detalles practicos para preparar muestras de
plasma para el analisis de drogas usando SPME (140).
Se desarroll6 SPME automatico en tubo/CL-EM para
el anélisis de drogas (141).

Se desarroll6 un procedimiento rapido de andlisis
basado en HS-SPME y CG-EM para la detecciéon de un
gran nimero de drogas recreacionales en pelo (142) y
con CG-EM tandem (143). También se usé microex-
traccion en fase s6lida en toxicologia forense (144) y
para determinar impurezas en el proceso farmacéuti-
co con CG (145). CG con deteccién dual de EM y es-
pecifico para nitrégeno y fosforo fue sugerida para el
analisis de drogas basicas en sangre humana (146). Se
determind etanol en sangre y orina humanos median-
te HS-SPME y CG capilar (147).

Se realizo el control de drogas y metabolitos en
sangre entera mediante SPME con acceso restricto
acoplada con CL-EM (148).

Huellas dactilares en la practica forense

Se exploré computacionalmente el disefio de ana-
logos de ninhidrina para el desarrollo de huellas dac-
tilares latentes (149). La ninhidrina result6 algo mejor
que la benzo[f]ninhidrina en la detecciéon de huellas
dactilares (150). Se estudié el desarrollo de un reacti-
vo lipidico fluorescente en un paso, que involucra que-
latos de europio, como un método adecuado para de-
tectar huellas dactilares latentes (151). También se
aplicé el deposito de metales al vacio al desarrollo de
huellas dactilares latentes (152).

Se hizo una revision de reveladores fisicos de plata
para la visualizacion de huellas latentes sobre papel
(153) (154), y se evalud la capacidad de 1,2-indandio-
nay 5,6-dimetoxi-1,2-indandiona para detectar huellas
latentes sobre superficies porosas (155).

Andlisis forenses de pelos y material organico

Se examinaron los cambios post-mortem en el pelo
(156), caracterizando los componentes de la tintura
capilar mediante CG-EM (157).

La microextraccion en fase sélida resulté ser un
método no caro, rapido y sensible para el analisis de
varias muestras forenses (144). Se usé EM con ioniza-
cion en electrospray (electrospray ionization: ESI) y MAL-
DI (matrix-assisted laser desorption/ionization)-EM para
examinar la evidencia espermacida en la investigacion
de un asalto sexual (158). El analisis forense de mate-
riales organicos en el suelo mediante espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) resul-
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t6 ser una técnica analitica de valor en investigaciones
forenses (159).

Dietilamida del &cido lisérgico (Lysergic Acid Diethy-
lamide: LSD)

Se analiz6 la accion y la deteccién de LSD (160).
Asi, LSD se determiné en orina usando SPE y CG-EM-
EM (161), HPLC-EM con dilucién isotopica (isotopic
dilution mass spectrometry: IDMS) (162), y CG-EM-EM
con trampa idénica (163). LSD fue identificada en san-
gre y fluidos biolégicos usando métodos de CL/ESI-
EM (164), HPLC con deteccion fluorescente (165),
ELISA (166),y EM (167). LSD fue analizada en fluidos
bioldgicos y pelos usando extraccion por inmunoafini-
dad y HPLC con deteccion fluorescente (168).

Gamma-Hidroxibutirato (GHB)

Se describié un nuevo ensayo de microcristal para
la deteccién de GHB (169). GHB fue analizado en flui-
dos biolégicos mediante HSGC/FID y CG-EM (170),
SPE, extraccion liquido-liquido, derivatizaciéon me-
diante sililacién y CG-EM (171), extraccion liquido-li-
quido, derivatizacion mediante di-TMS y CG-EM
(172), extraccion liquido-liquido, derivatizacion me-
diante BSTFAy TCMS, y CG-EM (173). Se registraron
niveles elevados de GHB en sangre tratada con buffer
citrato (174). Se informé la prevalencia de drogas, in-
cluyendo GHB y flunitrazepam, usadas en casos de ale-
gatos de asalto sexual (175). Se analiz6 el acido gam-
ma-hidroxibutirico en muestras de agua y de bebidas
sembradas usando SPME sobre derivatizacion en fi-
bra/CG-EM (176). También se determind este acido
en orina humana mediante electroforesis capilar con
deteccion UV indirecta y se confirmé con EM con io-
nizacion de electrospray con trampa idnica (177).

Otras drogas y venenos

Se discutié la discriminacion cromatografica y es-
pectrométrica de fentanilo y sus 24 analogos (178). Se
evaluaron tres inmunoensayos enzimaticos no-radioac-
tivos en microtiter platos para la deteccion de fentanilo
en suero (179). Psilocina fue detectada en fluidos cor-
porales usando hidrélisis, REMEDi HS, y CG-EM des-
pués de sililar con MSTFA (180). Se desarroll6 un nue-
vo método para un analisis rapido de psilocibina y/o
psilocina en material fungico usando espectrometria
de movilidad ionica (181). Se analizaron extractos me-
tandlicos de varios hongos buscando psilocina y psilo-
cibina mediante TLC y CG-EM (182).

Se desarroll6 un método para preparar estandares
de carboxihemoglobina, que resultaron estables por
mas de cuatro meses (183). Para analizar materiales de
autopsias se desarroll6 un método de CG headspace-EM
automatico para analisis de rutina de carboxihemoglo-



bina (184). El cianuro fue determinado en fluidos bio-
I6gicos espectrofotométricamente mediante la adicion
de un acido fuerte y la reaccion especifica con hidro-
xicobalamina para dar cianocobalamina (185).

L-dopa y L-dopamina fueron determinados recien-
temente en soluciones acuosas usando SPME en loop
acoplado con CL (186). Se estudié la unién de ligan-
do-receptor usando SPME (187).

Se realizo el estudio de los perfiles caracteristicos
de las emanaciones de la piel de brazo humano usan-
do SPME-CG-EM (188) y se compararon con la misma
tecnologia los compuestos organicos volatiles presen-
tes en el olor humano (189). Se estudié el impacto de
las concentraciones de las sustancias inspiradas sobre
los resultados del andlisis de la respiraciéon en pacien-
tes ventilados mecanicamente (190).

Se analizaron los inhibidores de la recaptacion se-
lectiva de serotonina en muestras de orina usando SP-
ME/CG-EM (191).

Se determinaron cuantitativamente nicotinay corti-
nina en orina y esputo usando SPME/ CG-EM (192),
los aminoéacidos en muestras de sangre neonatal en ba-
se a la derivatizacion con cloroformiato de isobutilo se-
guido por SPME/CG-EM (193), mentol en plasma y
orina de ratas y humanos mediante HS-SPME/CG-EM
(194) y metil-paration en muestras humanas post-mor-
tem por HS-SPME/CG (195). La SPME automatica en
tubo se us6 para estudiar el metabolismo de verapamil
(196) y para el analisis de disruptores enddcrinos en
soluciones de medicinas liquidas y de inyeccion intra-
venosa con posterior HPLC (197).

Se us6 SPME acoplada con espectrometria de movi-
lidad i6nica para el analisis de efedrina en orina (198),
se ensayo la estabilidad y la concentracién libre y total
de clorexidina en saliva mediante SPME (199). En
cambio, camptotecina y 10-hidroxicamptotecina se de-
terminaron en plasma humano usando SPME con po-
limero monolitico en tubo (200) .

Conclusiones

Los fluidos biolégicos pueden considerarse entre
las muestras mas ‘sucias’ y/o complejas debido a la
gran cantidad de compuestos desconocidos que pue-
den contener. En consecuencia, generalmente requie-
ren la implementacién de todos los pasos de un pre-
tratamiento.

La determinacién de drogas en fluidos biol6gicos
es requerida para los estudios farmacocinéticos y de
bioaccesibilidad, para determinar los niveles de sobre-
dosis o screening de drogas de abuso. Las mediciones se
enfocan a determinar la concentracion de la droga li-
bre, que es la forma activa metabélicamente.

Los sistemas de flujo continuo, de baja presion, in-
corporando SPE, permiten el procesado directo de
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muestras no-tratadas dentro de matrices simples, tales
como agua u orina, y algunas muestras solidas tales co-
mo suelos incluyendo pasos adicionales de pretrata-
miento. Para las muestras mas complejas (ejemplo: ali-
mentos, suero, plasma, etc.), se requiere poco
tratamiento (extraccién liquido-liquido, precipitacion
de proteinas) antes de CF-SPE. La mayor ventaja de es-
to es la menor participacion humana en las operacio-
nes preliminares al proceso analitico, las cuales estan,
ademas, muy simplificadas.

El andlisis de drogas es una parte importante del
trabajo toxicoldgico. La orina, en particular, es una ex-
celente muestra a usar para este proposito porque ca-
si todas las drogas o sus metabolitos son excretados y
concentrados en orina.

En este trabajo se dieron ejemplos varios de prepa-
racion de muestras para el analisis confirmatorio de
drogas de abuso, tales como: anfetaminas, opiatos,
barbituratos, cocaina y metabolitos, benzodiazepinas,
metadona y otros; los principales métodos selecciona-
dos de pretratamiento consistieron en extraccion en
fase solida con diferentes sorbentes y microextraccion
en fase solida con fibra de polidimetilsiloxano.
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