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RESUMEN
QCB Elton Solis Esquivel Fecha de graduacion: Agosto 2005

Titulo de la Tesis: DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO PARA LA
DETERMINACION DE DROGAS DE ABUSO EN ORINA POR CLAR
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS/MASAS CON
IONIZACION A PRESION ATMOSFERICA (IES).

Niimero de piginas: 85 Candidato para ¢l prado de Maestria en
Ciencias c¢on  especialidad en Quimica
Biomédica.

Area de Estudio: Quimica Biomédica.

Propésito y Método de Estudio:

Se desarrollo y validé un método por CLAR/IES/EM/EM sensible y especifico para la determinacién
simultinea, rapida y confiable de benzoilecgonina, metanfetamina, cocaina y clonazepam. La inyeccién
directa de la orina en el Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resclucidn acoplade a un Espectrémetro de
Masas en Tandem con ionizacién por Electrospray (CLAR/ES/EM/EM) redujo sustancialmente los
tiempos de analisis. La separacidn de los analitos se llevd cabo con una columna de fase inversa C-8 y fase
mévil compuesta de acetonitrilo y amortiguador de formiato 10 mM de pH 4.5. El tiempo de corrida fue
de 18 minutos, logrando valores de resolucién entre los analitos > 1.5. La identificacion de los analitos se
llevé a cabo por medio del Monitoreo de Reaccion Multiple (MRM). Se establecieron limites de
cuantificacion entre 5.30-94.33 ng/mL para las drogas estudiadas, y la linealidad se obtuvo mediante un
andlisis de regresién lineal en curvas de calibracién elaboradas en base a estindar intemno y externo hasta
6000 ng/mL con un coeficiente de correlacion (%) >0.99. En las modificaciones en flujo y composicitn
inicial de la fase mévil afecto més la recuperacién al evaluarse por estindar externo que por estindar
interno. Se evalué la especificidad del método por medio del andlisis de 10 muestras blanco de orina de
diferentes origenes. El método es simple, consume poco tiempo, y fue aplicable al monitoreo de drogas de
abuso en el trabajo diario de los Laboratorios de Quimica Forense de Direccion de Servicios Perictales de
la Agencia Estatal de Investigaciones (AEI) de la Procuraduria General de Justicia del estado de Nuevo
Leén (PGJE), en esta institucidn este tipo de estudios es de suma importancia, ya que los resultados
definen la condicion civil, laboral o juridica de las personas a quienes se les practica.

Conclusidbnes y Contribuciones:

El método desarrollado por CLAR/IPA/JEM/EM para el andlisis de benzoilecgonina, metanfetamina,
cocaina y clonazepam en orina es capaz de identificar a las drogas directamente en la matriz, sin [a
necesidad de un procedimiento previo de extraccién, con sensibilidad y especificidad superior a las
pruebas inmunolégicas utilizadas como presuntivas en los laboratorios de quimica forense en el pais.

El método desarrollado se estableci6 como prueba confirmatoria para la determinacién  de
benzoilecgonina, metanfetamina, cocaina y clonazepam en orina, en €l Laboratorio de Quimica Forense de
la AE] de 1a PGIJE.

Firma del\Director

—

Dr. Adolfo Cab#lla‘ Quintero



CAPITULO 1

INTRODUCCION

11 Ladrega

1.1.1 Definicion

Seguin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), droga es toda sustancia que es capaz
de actuar sobre el Sistema Nerviosos Central (SNC) del individuo provocando una
alteracion psiquica o intelectual; esto significa que droga es cualquier sustancia que
actia a nivel del proceso quimico de la transmisi6n sindptica. Dicha sustancia puede ser
terapéutica 0 no, y puede ser introducida al organismo por medio de los mecanismos de
administracion clésicos: inhalacion de vapores o humo, ingestion, fricciones; o por

nuevos mecanismos de administracién: parental o endovenoso.[



1.1.2 Historia de la interaccion del hombre y la droga.

Desde la prehistoria, cuando el hombre hizo su aparicion, ya habia en la tierra arboles,
plantas y hongos que contenian sustancias consideradas como drogas, el hombre en su
afan de conocer todo, probé sustancias que lo hacian sentirse bien, aliviaban el dolor e

incluso podian provocarle la muerte.

Conforme el hombre fue evolucionando, fue dandole un valor a cada una de estas
sustancias, llegando asi a mistificar y apreciar las drogas: las que estaban destinadas

unicamente a sacerdotes, a cierta clase politica o a los guerreros.

Con el paso del tiempo, las sociedades fueron creciendo desmesuradamente y loﬁ
gobiernos perdieron el control de los gobernados, afectando el abuso de las drogas a
todos los integrantes de la sociedad. En el periodo actual esta amplia distribucidn
empezd con los grupos inconformes presentes a mediados del siglo veinte d.C., que
dentro de su forma de protesta contra lo establecido y las normas sociales, optaron por
vestimentas extravagantes y el abuso de drogas; dentro de este grupo se encontraron
muchos artistas de fama mundial como los Beatles y los Rolling Stones, lo que propicié
que estas actitudes fueran copiadas por millones de seguidores que los admiraban y los

seguian en su rebelién juvenil.



Hoy en dia la juventud y la rebeldia no es una caracteristica esencial en los grupos
consumidores de drogas ya que en ellos hay gente de todas clases sociales, pobres, ricos,
negros, blancos, padres de familia, estudiantes, delincuentes, intelectuales, etc. que con
gran facilidad hacen uso de estas sustancias, mismas que estan practicamente al alcance

de todos. 3!

1.1.3 Clasificacion

Existen diferentes formas para clasificar a las drogas, esto debido a su gran diversidad.
Cada una de estas clasificaciones se basa en criterios particulares limitindose a un

determinado campo de accién. [
1.1.3.1 Clasificacidn sociologica.

En nuestra sociedad, droga se considerada una mala palabra, sin embargo, en base a la
definicién de la OMS, podemos considerar como droga a bebidas como el café y el té
negro, que para la mayoria de los individuos de nuestra sociedad no comparten el mismo

juicio, por ser socialmente aceptadas, [

Desde un criterio socioldgico las drogas se clasifican en drogas legales y drogas ilegales.
Esta clasificacion se basa en la incorporacién de una determinada sustancia a un listado,
norma, reglamento, decreto o ley, que le otorgue un caricter de ilegal. Una vez que la
sustancia se incorpora la prohibicion rige y su violacién esta contemplada en los codigos

de Procedimientos Civiles y Penales.



Cada sociedad establece sus propios juicios para definir a una droga como ilegal o legal,

en base al dafio que causen a sus integrantes, %47

En nuestro pafs, el Cédigo Federal de Procedimientos Penales para la Repiblica
Mexicana, en lugar de la palabra droga, emplea la denominacidn narcético (articulo
193), considerando como tales a los estupefacientes, psicotrépicos y demas sustancias o
vegetales que determine la Ley General de Salud (articulos 239, 245, fracciones I, II,
III), sin embargo, farmacolégicamente, narcético, sélo se considera a las sustancias que
inducen el suefio y calman el dolor, por lo que la forma en que se considera a una
sustancia narcdtico por el Codigo Federal de Procedimientos Penales resulta
farmacolégicamente inadecuada. A pesar del error, esta consideracién se emplea con un
sentido netamente juridico otorgandole una definicién enumerativa. Por otra parte, la
Secretaria de Salud tiene la libertad de introducir en cualquier momento cualquier otra
sustancia, en las listas de los articulos 239 y 245 de su Ley General, debiéndose

publicar en el Diario Oficial de la Federacién (articulo 237 y 246). 1-5:8.%
1.1.3.2 Clasificacion farmacolégica.
Farmacoldégicamente, las dogas se clasifican en diferentes categorias.

1.1.3.2.1 Depresores, como los barbitiricos y el etanol. Este tipo de sustancias tienen
propiedades sedativas, hipnéticas que inducen a la anestesia, coma y muerte

con dosis altas.



1.1.3.2.2 Estimulantes. En este tipo de sustancias podemos incluir anfetaminas, cocaina
y cafeina, inducen la euforia, un sentido de bienestar, incrementando la

actividad mental, y la anorexia en algunos casos.

1.1.3.2.3 Analgésicos. En esta clase se encuentran los derivados del opio: En general
alivian el dolor, ellos pueden ser narcéticos o no narcéticos y pueden ser

altamente adictivos, medianamente adictivos, o no adictivos.

1.1.3.2.4 Alucindgenos, crean la percepcién de objetos, sonidos, olores o sensaciones
que no se basan en la realidad. Esta clase de sustancias se incluye a la

marihuana, LSD y mezcalina, entre otros. {6 10:111

1.1.4 Diferentes formas de referirse a una droga en particular.

Es comin encontrar en la literatura diferentes formas de describir a una droga en
particular, por ejemplo: el nombre comercial Asenlix, el nombre genérico Clobenzorex,
el nombre quimico (+)-N-(o-clorobenzil)-a-metilfenetilamina y el nombre que se le da

en la calle Perico, corresponde a mismo componente.



1.1.5 Consumo de drogas en México

Segin la encuesta publicada mds reciente por el Consejo Nacional Contra las
Adicciones, aplicada a la poblacién urbana y rural del pais entre los 12 y los 65 afios,
5.03 % ha consumido algin tipo de droga sin contar el alcohol y el tabaco; la regién
norte del pais, es la mas afectada con un 7.45 %, le siguen las regiones del Ceniro con

un 4.87 % y posteriormente el Sur con un 3.08 %. [

Prometio Neciond 5.05%

-

[Region Cartro 4 87%

Region Sur 303%

Figura 1. Porcentaje de personas que han
consumido drogas alguna vez en su
vida en la Republica Mexicana.

En cuanto a variaciones en consumo entre la poblacién urbana y la rural, encontramos
que el 5.57 % de la poblacién urbana, que representa 2.9 millones ha usado drogas y en
el caso de la poblacién rural, el porcentaje es de 3.34 %, con un total de 563,242

personas. {4



El nimero de personas entre 12 y 65 afios que han utilizado algin tipo de droga, sin
contar al alcohol y al tabaco, es de alrededor de 3.5 millones de los cuales 215 634 son
adolescentes entre 12 y 17 afios, 1 795 577 son adultos jovenes entre 18 y 34 afios y

1 495 391 son adultos entre 35 y 65 afios.

En general el consumo es mayor en varones que en mujeres en una proporcioén de 4 a 1.

[i2)

1.1.6 Asociacion de la droga con el delito.

El consumo de drogas es un fenémeno ampliamente distribuido en la sociedad, estin
presente en diferentes culturas y clases con profundas consecuencias comunitarias y
econdmicas. En particular, una de estas consecuencias comunitarias es el efecto negativo
en la seguridad de sus integrantes al tener un lugar privilegiado en la etiologia de

muchos de los delitos que se cometen y la afectan, 1%
1.1.6.1 Delitos cometidos bajo la influencia de la droga.

Una persona que consume droga, no es, ni debe ser visto como un delincuente por el
solo hecho de consumir droga, sin embargo, no s¢ puede negar que tal condicién lo
enfrentara con mas probabilidad y frecuencia con las conductas peligrosas e ilicitas; la
alteracion causada sobre la estabilidad emocional, la facultad critica, los mecanismos de
autocontrol, el juicio y la atencién, tornan a estas personas propensas a verse

involucradas, tanto como sujetos activos 0 pasivos, en conductas antisociales como el



asalto, la rifia, la violacién, el homicidio, el suicidio y con hechos relacionados con
accidentes de fransito. Las acciones cometidas bajo la influencia de la droga estdn
generalmente relacionadas con la accién téxica que produce en el sujeto cierta clase de
droga, por ejemplo, cuando el sujeto estd bajo la influencia de algin estimulante, seran
actos violentos, cargados de agresividad, mientras que al estar bajo la influencia de un
depresor es poco probable la comision de delitos violentos; sin embargo, serd mas
propenso a participar en el hecho como sujeto pasivo, es decir, como afectado. Sin
embargo, en los delitos relacionados con el consumo de drogas, la droga no lo es todo,
también debe considerarse otro elemento criminolégico: sus efectos varian en los
diferentes individuos, y por lo tanto no es posible la generalizacién, aunque no por ello

deja de ser el consumo de drogas un factor que propicia la comision de delitos. 5.6
1.1.6.2 Aspectos juridicos en cuanto al consumo de drogas.

La importancia juridica en la determinacién de drogas en un individuo se puede inferir
en articulos del Cédigo Penal del Estado de Nuevo Ledn. Respecto a los acusados que
consumen drogas, el articulo 23 referente al Delito considera como causa inimputable al
que en el momento de la accién u omisién, s¢ encuentre en un estado de inconciencia en
sus actos, determinado, entre otros, por el empleo de sustancias toxicas como
estupefacientes. Inclusive, a ciertos delitos culposos se le considera la culpa como grave
en caso de conducir en estado de voluntaria intoxicacién, como lo contempla el articulo

67 referente a la aplicacién de sanciones en delitos culposos. (13,14,15)

En cuanto a Delitos Contra la Moral Piblica, articulo 196, se considera corrupcién de

menores cuando, debido a los actos de corrupcién el menor adquiera los habitos de uso



de sustancias téxicas; podemos considerar indudablemente como sustancia téxica a las
drogas. Otro ejemplo se manifiesta en el articulo 267 referente a Delitos Sexuales, en
donde se considera como equiparable a violacién a la persona que copule con persona
que se encuentre sin sentido, el uso expedito de la razén o que por cualquier causa no
pudiere resistir la conducta delictuosa. Entre los depresores del SNC se encuentran las
benzodiacepinas, las cuales tienen efectos hipnéticos que pueden privar de la conciencia

a las personas evitando una defensa ante la agresién, [13- 1]

En los ejemplos anteriores queda plasmada la importancia de determinar la presencia de

drogas en los individuos involucrados en el delito, ya que de ello dependen en parte las

consideraciones en el ejercicio de la accién penal. [1319)



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Muestras utiles para la determinacién de drogas.

El primer paso para determinar el consumo de drogas en un individuo es la obtencién de

la muestra. En una persona con vida, las muestras utiles para estos fines son la sangre y

la orina.

2.1.1 Sangre

La sangre es la muestra idénea para determinar los efectos farmacoldgicos y de

comportamiento del individuo en base a la concentracién de una droga. !']
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Sin embargo, para la obtencién de sangre es necesaria una puncidn intravenosa la cual es

una forma totalmente invasiva que puede causar dolor y estrés al donador de la misma.

2.1.2 Orina

Aun y cuando la concentracién de una droga en orina es un pobre indicador del
comportamiento o influencia de la droga en el individuo, su estudio, al igual que en
sangre, es ampliamente utilizado por los Sistemas de Justicia para corroborar otros

hallazgos en la investigacién en cuanto a la condicién del individuo, '

Algunas drogas y sus metabolitos se pueden encontrar en orina por periodos de tiempo
relativamente més largos que en sangre, de uno a tres dias después de que han sido

ingeridas o administradas, aun cuando sus efectos sobre el consumidor ha desaparecido.

(1]

En contraste con la obtencién de sangre, para la obtencién de orina no es necesario un
procedimiento invasivo debido a que es un fluido que se desecha naturalmente del
organismo en cantidad suficiente para los estudios, pudiendo ser depositada

voluntariamente por el mismo individuo en el recipiente adecuado para su trasporte. "1

11



2.2 Estudios para determinar el consumo de drogas.

La estrategia que se sigue para la identificacién de drogas en la muestra de un individuo

consta de dos pasos: un estudio presuntivo y un estudio confirmatorio. !'!!

2.2.1 Estudios presuntivos

Un estudio presuntivo normalmente es empleado para proveer al analista un ripido
panorama sobre la presencia de drogas en un grupo de muestras. Estos estudios estdn
disefiados para permitir al toxicologo examinar un gran nimero de muestras para un
amplio namero de drogas en un corto periodo de tiempo. Debido a que son considerados
presuntivos, cualquier resultado positivo obtenido a través de este tipo de pruebas debe

ser verificado con una prueba confirmatoria. &

Las técnicas presuntivas que generalmente se utilizan, son: la Cromatografia en Capa
Fina, Cromatografia de Gases (CG) y los inmunoensayos. Actualmente el Laboratorio de
Quimica Forense de la Direccion de Servicios y Criminalistica utiliza los

inmunoensayos como pruebas presuntivas, !']

12



2.2.2 Estudios confirmatorios

Una vez que es obtiene un resultado positivo para el consumo de cierta droga es
necesario llevar a cabo un estudio confirmatorio concluyente. La razén de ello es el
potencial impacto legal que representa un resultado potencialmente falso para el

consumo de drogas. ['!

Segtin la AAFS y la SOFT las caracteristicas que debe de tener una prueba confirmatoria

respecto a una prucba presuntiva son las siguientes: ['!

» Un principio fisico o quimico diferente.

= Mayor grado de especificidad.

" Limite de detecciéon menor.

v Utilizacién de espectrometria de masas cuando sea posible,
"  Puede utilizar un espécimen diferente.

* Puede usar una segunda alicuota del mismo espécimen si es necesario.
2.2.2.1 Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas (EM) es un método de andlisis que se basa en la
determinacién de masas de especies individuales de la muesfra analizada, ya sea
atémicas o moleculares, lo que permite recabar informacién sobre su naturaleza, su

composicién y estructura. [16,17)

En un espectrometro de masas, cada analito es convertido en iones (especie cargada

positiva o negativamente) y particulas neutras. Debido a que la molécula estudiada es

13



guiada a través del espectrémetro de masas por campos eléctricos cambiantes, es

necesario que la molécula esté cargada y asi ser acelerada, desacelerada o atrapada en el

sistema.

[16,17,18,19]

2.2.2.1.1 Componentes de un espectrémetro de masas.

Los componentes més importantes de un espectrémetro de masas son: Fuente de jones,

Analizador y Detector. (']

22.2.1.1.1

222112

222113

Fuente de iones: En esta seccién la especie estudiada es ionizada por
numerosos procedimientos (ionizacién a presién atmosférica y a baja
presién). En este estado, todo compuesto formado por moléculas produce

una mezcla estadistica de iones de fragmentacion.

Analizador: Los iones son extraidos de la fuente, jfocalizados y
acelerados por las lentes electrénicas para incrementar su energia
cinética. Posteriormente los jones se filtran por el analizador de acuerdo a
su relacién m/z. Ciertos equipos combinan varios tipos de analizadores

dispuestos en serie.

Detector: Después de la separacién, los iones terminan su recorrido
chocando con un detector que amplifica la muy débil corriente eléctrica

originada.

14



2.2.2.1.2 Representacion de la abundancia de iones.

La sefial obtenida por el detector se procesa para representar la abundancia de los iones

en dos tipos de gréficos.I'®

2.22.1.2.1  Espectro continuo: se representa en un intervalo de masas seleccionado.
Las sefiales aparecen como picos mds o menos anchos segin el

instrumento.

222122  Espectro de fragmentacién: corresponde a un reparto de los iones segiin
sus valores nominales enteros més préximos a sus masas reales y en las
cuales las intensidades estan expresadas en porcentaje en relacién al pico

mas intenso, denominado pico base.

El acoplamiento en linea de la EM con CG o con Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR) es un medio de investigacion irremplazable de la estructura de los
compuestos en una mezcla de sustancias, lo que lo hace un método de aplicacién forense

adecuado para la determinacién de drogas en matrices como los fluidos biolégicos. [11-20]

15



2.3 Técnicas utilizadas para la confirmacién del uso de drogas

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM) ha sido uno
de los pilares mas grandes en los Laboratorios Forenses. La capacidad de separacion e
identificacion de constituyentes menores en complicadas matrices en un minimo de
tiempo, han hecho que la CG/EM sea ampliamente utilizada en diferentes estudios, tales
como la deteccién de explosivos ocultos y los residuos post-explosion, identificacién de
acelerantes en extractos contaminados de supuestos escombros de incendios,
caracterizacién y autenticidad de compuestos, en base a la abundancia isotdpica, y por

supuesto la deteccién y el andlisis de drogas y sus metabolitos en fluidos bioldgicos.

(11,18)

Tradicionalmente, se ha usado la CG/EM para la confirmacién de consumo de drogas.
Sin embargo, a pesar de ser una técnica répida en cuanto a separaci6n e identificacién de
componentes, la preparacién de la muestra para el anélisis consume demasiado tiempo y
consiste en procesos generalmente muy extensos, aun y cuando se utilice la extraccion
en fase sdlida; indudablemente la derivatizacién debe ser llevada a cabo para la mayoria

las drogas de abuso siendo esta selectiva para determinado grupo de sustancias - 13:2021),

Hoy en dia, en cuanto a la confirmacién del uso de drogas, la CG/EM esta siendo
remplazada répidamente por la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplada
a Espectrometria de Masas en tandem con Ionizacién a Presion Atmosférica,

(CLAR/IPA/EM/EM) la cual ha sido la solucidn para algunos problemas con los que se

16



encuentran los toxicélogos analiticos debido a que permite ¢l anélisis confirmatorio de

compuestos polares o no volatiles sin la necesitad de derivatizacién 1],

En comparacién con el cuadrupolo simple, la espectrometria de masas con triple
cuadrupolo ofrece mayor sensibilidad y selectividad para las especies de interés. Estos
instrumentos cuando operan en el modo de Monitoreo de Reacciéon Multiple (MRM) son
capaces de cuantificar cantidades bajas del compuesto en matrices tan complejas como
las bioldgicas, a veces con menor tiempo de anélisis y preparacién de la muestra para

CG/EM.

2.4 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplada a Espectrometria de

Masas/Masas con Ionizacién a Presién Atmosférica.

Dentro de las técnicas cromatogréficas cuya fase mévil es un liquido, CLAR es la mas
conocida. Su campo de aplicacién cubre una gran parte del &mbito de la CG, a la que se
le afiade el anélisis de compuestos termoestables o de aquellos con masas moleculares

muy grandes o incluso sustancias polares ("%},

Con el desarrollo y comercializacién del acoplamiento de Espectrometria de Masas con
Jonizacién a Presion Atmosférica (EM/IPA), se ha llevado por primera vez a la
Cromatografia de Liquidos de alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas

(CLAR/EM) al émbito de los procesos de andlisis de rutina,

17



La combinacién de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién con Ionizacién a

Presién Atmosférica (CLAR/IPA) ha sido extremadamente exitosa, debido a:
» [PA es capaz de manejar voltiimenes de liquido usados comiinmente en CLAR.

= JPA es empleado para el andlisis de compuestos tipicamente analizados por

CLAR, como sustancias volatiles, polares e inestables térmicamente.

* JPA/EM son sistemas sensibles, ofrece limites de deteccién comparables o

mejores que los obtenidos en CG/EM.

» [PA son sistemas muy rudos y relativamente ficiles de usar. [1%2%)

Por estas razones, la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplada
Espectrometria de Masas con Ionizacién a Presién Atmosférica (CLAR/IPA/EM) es una

técnica encontrada en muchos laboratorios comerciales y de investigacién. 2!

2.4.1 Jonizacién a Presién Atmosférica.

IPA o API por sus siglas en inglés, es el nombre general para las técnicas de ionizacién
en el que los iones son formados a presién atmosférica- En cuanto a acoplamientos con
CLAR se distinguen dos técnicas de ionizacién suave:; Electrospray (IES) e Ionizacion
Quimica a Presion Atmosférica (IQPA) en donde los iones obtenidos son

pseudomoleculares, formados antes de entrar al espectrémetro. {!6:7 %]
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2.4.1.1 Electrospray

Con el IES se producen moléculas ionizadas en fase gaseosa provenientes de una
solucién. Esto es posible gracias a un spray fino de gotas altamente cargadas producidas
por un capilar de silice metalizado superficialmente y llevado con un potencial positivo
elevado (si se ha escogido estudiar iones positivos); el intenso campo eléctrico le

confiere una importante densidad de carga (in/z).

Las gotas se evaporan progresivamente perdiendo las moléculas del solvente por
complejos mecanismos de desolvatacién y evaporacién, esto con ayuda de un gas seco
(N2), justo antes de entrar al espectrémetro de masas. Conforme las gotas reducen su
tamafio, la densidad de carga llega a ser muy grande, explotando y liberando los iones,
no fragmentados y protonados, portadores de un nimero variable de cargas. [ES puede

ser acoplada con CLAR en un rango de flujo de 2 a 1000 pL/min [6:22:23:24]

Evaporacion i
|
‘ ; ® o | A
LAR =F : = @—» & L]
L8 A
: ® ) T —
Gas de nebulizacion o :
1 |
Gotas cargadas | o
Gotas cargadas | Analbador
|
|

|
Expulsion de las moléculas del anafito L

Figura 2. Ionizacién a Presién Atmosférica por Electrospray
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2.4.1.2 Ionizacion Quimica a Presién Atmosférica.

Las microgotas que salen de un conducto se concentran por calor antes de llegar a una
zona donde se encuentran con N, gas y vapor de agua que han sido previamente
ionizados por descargas en “corona” de un electrodo. Se producen numerosas colisiones
iones/molécula con transferencia de electrones y de protones. Este proceso de ionizacién

quimica produce iones pseudomoleculares y multicargados del tipo (M + nH)™ [16. 1. 22

23,24)

Calefaccién
Reaccion
v
Tonizacién
EEEEETTH @ & ) | _J—
4
e 2 — @ W —» & @
P ki e m '\',* 0 B
_' @ ® T
Gas de nebulizacién Electrodo Anaiizador
@ Molécula de agua ® Anato ® Molécula del solverte

Figura 3. Jonizacién Quimica a Presién Atmosférica.

2.4.2 Espectrometria de masas/masas.

Para facilitar el estudio de las fragmentaciones que siguen los compuestos moleculares,
se han construido espectrémetros de masas que incorporan dos o tres analizadores en

serie situados en el trayecto de los iones entre la fuente y el detector. No se trata, por lo
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tanto, de la colocacién de un equipo tras ofro, sino de la asociacién en un equipo, un
sector magnético seguido de un cuadrupolo o un Tiempo de Vuelo (TOF, por sus siglas
en inglés), dos cuadrupolos, TOF seguido de un cuadrupolo, son ejemplos de estos

equipos. '}

Entre los dos analizadores se encuentra situada una cdmara de colision. La configuracién

mas comiin de este tipo utiliza cuadrupolos como analizadores. Liel,

Los cuatro modos usuales de operacién usando EM/EM son: barrido de iones producto,

barrido de ion precursor, barrido de pérdidas neutras y monitoreo de reaccién multiple.

(19

2.4.2.1 Barrido de iones producto.

Consiste en la seleccion de un ion precursor de determinada relacién m/z y
determinacién de todos los iones productos resultantes de una disociacién de un ion

activado a través de colisién (CAD, por sus siglas en inglés) generada en una celda.

Ql Q2 Q3
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1: Primer analizador g
Q Gas

Q2: Camara de colision
Q3: Segundo analizador

Figura 4. Representacion del barrido del ion producto
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2.4.2.2 Barrido de ion precursor.

Consiste en la eleccién de un ion producto determinando su ion precursor. Este método
es [lamado “barrido del precursor”, debido a que el ion precursor es el que se identifica.
Este barrido requiere el enfoque de un ion seleccionado en el segundo analizador,
mientras se barre las diferentes m/z usando el primer analizador. Se detectan todos los

iones precursores que producen la seleccionada m/z a través de una reaccién o

fragmentacion.

Ql Q2 Q3
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Q1: Primer analizador Gas

Q2: Camara de colision
Q3: Segundo analizador

Figura 5. Representaci6n del barrido del ion precursor
2.4.2.3 Barrido de pérdidas neutras

Consiste en la seleccion de un fragmento neutro y la deteccidn de todas las principales
fragmentaciones para la pérdida de ese fragmento neutro. El barrido requiere que ambos
analizadores realicen la exploracién al mismo tiempo pero con diferencia de m/z entre
los dos. Asi para una diferencia de m/z a, cuando un ion de m/z m pasa a través del
primer cuadrupolo, la deteccién ocurre si este ion ha producido un fragmento de m/z m-

a al dejar la celda de colision.
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Figura 6. Representacién del barrido de pérdidas neutras

2.4.2.4 Monitoreo de Reacci6én Muiltiple,

Consiste en seleccionar una reaccién de fragmentacién. Para este método, €l primer y
segundo analizador se debe de enfocar sobre m/z seleccionadas al mismo tiempo. Este
método es anélogo al monitoreo de ion selectivo en espectrometrfa de masas con simple
cuadrupolo, pero aqui el ion seleccionado (primer analizador) sélo puede detectarse si
produce un fragmento dado (segundo analizador) por medio de una reaccién. La
ausencia de barrido permite enfocar sobre el precursor y el fragmento en todo momento,

incrementando la sensibilidad asociado con un alto incremento en la selectividad, (6 17

]
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Figura 7. Representacién del Monitoreo de Reaccién Multiple.

2.4.3, Consideraciones IPA/EM

CLAR/EM aln esté limitado por condiciones referentes a la operacién del EM. En el
acoplamiento de las técnicas IPA requieren del uso de modificadores para controlar el
pH, el cual es un factor sumamente importante en estas técnicas, estos modificadores

deben de ser volatiles para prevenir la contaminacién de la interfase, 2,
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Tabla I. Solventes y modificadores empleados en IPA/JEM

pH

Amortiguador de pH

Reactivos cationizanetes

Solventes

Solventes solamente para IQPA
{no empleados en [ES)

Acido acético, 4cido férmico, acido trifluoroacetico para la
deteccion de iones positivos en [ES; hidrdxido de amonio para la
deteccién de iones negativos en IES (en un rango de 0.1 — 1 %)

Acetato de amonio, formiato de amemio, 4cido
heptafluorobutirico (HFBA), hidréxido de tetrabutilamonio 6 de
tetractilamonio (TBAH o TEAH)

(en niveles de 10 — 100 mM)

Acetato de sodio 6 de potasio
(en niveles de 20 — 50 pM)

Metanol, etanol, propanol,® isopropanol,’ butanol,® acetonitrilo,
agua, Acido acético,” Acido férmico,” acetona,” dimetilforamida,”
dimetilsufoxido,” 2-metoxi etanol,’ tetrahidrofurano,” cloroformo

Hidrocarbures (hexano, ciclihexano, tolueno), CS,, CCL,.

¢ Solventes que han sido usados en rango de 5 — 20 % por la referencia. No han sido evaluados por la

referencia porcentajes més altos.

¥ Solventes que son mejores en la operacién con iones negativos.

2.4.4 Consideraciones Cromatograficas.

Diversas técnicas de separacién cromatogrifica pueden ser acopladas a IPA/EM, la

clave para realizar la separacién y mantener un buen funcionamiento de IPA/EM en

CLAR/EM es encontrar las condiciones de separacién compatible con [PA/EM. (&
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Tabla IL. Compatibilidad de [PA/EM con varios modos cromatogréficos.

Modo IES IQPA Cometarios

Fase inversa +H + Es posible la formacién de iones en solucién;
usualmente limitada a muestras volatiles.

Fase normal + ++ Los jones en solucién (visibilidad no acuosa)
pueden ser un problema; usualmente la muestra es
volatil,

Exclusién molecular ++ + Pueden causar problemas los amortiguador de pH

para evitar los mecanismos de no exclusién; muchas
de las muestras no son volétiles y con un alto peso
molecular.

Par iénico + + Los reactivos i6nicos pueden competir por el
proceso de ion-evaporacién; volatilidad de la fase
mévil.

Intercambio i6nico. + + Las altas fuerzas idnicas pueden ser un problema; la
limitada volatilidad de los modificadores en la fase
mévil.

Interaccion hidrofdbica. + + Uso de gradientes salinos para fluir las moléculas;
las sales no son compatibles con IPA/EM

Inmunoafinidad ++ + La fase moévil con frecuencia son compatibles con
IPA/EM, usualmente las muestras no son volitiles,

En general los siete modos comunes son compatibles con IES debido a que los iones

pueden ser creados en solucién.

2.5 Justificacién

Los estudios referentes a la determinacion de drogas en personas vivas, son de los
dictimenes mas solicitados a los Laboratorios de Quimica Forense de Direccién de
Servicios Periciales de la Agencia Estatal de Investigaciones (AEI) de la Procuraduria

General de Justicia del estado de Nuevo Leén (PGIE). En el afio 2003 se elaboraron

26



cerca de 700 dictimenes relacionados a la determinacion de drogas de abuso, y en el afio
2004 se realizaron cerca de 900. Este tipo de servicio se da a diversas dependencias de
Gobierno como lo son las Agencias del Ministerio Publico del fuero comin y Federal,
ademas de la Procuraduria de la Defensa del Menor, Poder Judicial y a la Secretaria de
Seguridad Publica. Ademéas se apoya a Procuradurias y diversas Secretarias de los
Estados de Coahuila y Tamaulipas para confirmar resultados de los estudios elaborados

por ellos mismos #°),

Las dependencias que solicitan estos estudios requieren los resultados con apremio, a fin
de definir la condicidn civil, laboral o juridica de las personas a quienes se les practican,
En el caso de las Agencias del Ministerio Publico se cuentan con términos

constitucionales para resolver la situacién juridica del sospechoso.

Ante esta situacidn, se pretende establecer un método capaz de detectar drogas en orina

de manera ripida y confiable, que pueda ser utilizado como prueba confirmatoria.

El presente trabajo se enfoca a tres drogas en particular: cocafna, metanfetamina y
clonazepam, ademéds de la Benzoilecgonina, metabolito proveniente de Ia
farmacocinética de la cocaina. La seleccién se hizo en base al nimero de estudios
confirmatorios solicitados a la Direccién de Criminalistica y Servicios Periciales ya

mencionada.
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2.6 Drogas en estudio

2.6.1 Metanfetamina.

~

NH

Masa exacta; 149.12
Formula molecular: C;oH;sN

Se ingiere por via oral, subcuténea, intramuscular e intravenosa. Se elimina por orina. Es
simpatomimética, de accién indirecta, favorece la liberacién e impide la reincorporacién
de catecolaminas; en especial Dopamina y Noradrenalina. Estimulante central;
disminuye la sensacion de hambre, suefio y fatiga, mejora la asociacién superficial de
ideas, produce euforia y aumenta la sociabilidad, es analéptica, hipertensora,
anorexigena y potencia a los analgésicos. Los sintomas en su consumo son los
siguientes: inquietud, temblor, desasosiego, insomnio, confusién, delirios paranoide,
psicosis pseudoesquizofrénica, taquicardia, rubicundez facial, midriasis, convulsiones

schock, arritmias cardiacas. @9
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2.6.2 Clonazepam

Cl

N'l-
~ —=N

Iz

Masa exacta: 315.04
Formula molecular: C;sH;oCIN;0;

El Clonazepam pertenece al grupo de las benzodiecepinas, antiguamente llamados
tranquilizantes menores. Las benzodiacepinas se ingieren por via oral e intravenosa. Son
agonistas directos del Acido Gama Amino Butirico (GABA, del inglés), se unen a la
proteina del receptor GABA, aumentando su afinidad, resultando en una sedacidn. Al
absorberse conduce a un estado de euforia inicial. Producen torpeza motora ataxia y
depresion respiratoria. Al aumentar la dosis se llega a estupor hasta llegar a una

saturacién de receptores de GABA, no se compromete la vida. %)

29



2.6.3 Cocaina y Benzoilecgonina

~ N

Masa exacta; 303.15 Masa exacta: 289.13
Formula molecular: C;7Hz;NO4 Formula molecular: C;sH;9NO4

La cocaina se ingiere por via oral, parenteral y por inhalacién a través de la nariz.
Después de la absorcién y distribucién, la cocaina es metabolizada en el higado;
inicialmente la droga se metaboliza hasta convertirse en metanol y benzoilecgonina. Esta
ultima a su vez es metabolizada hasta convertirse en ecgonina y dcido benzoico. El 4cido
benzoico se conjuga con la glicina y se elimina por orina como écido hipirico por orina,
del mismo modo que la ecgonina y la benzoilecgonina, que lo hacen en una proporcioén
de 35 % y 45 % respectivamente. Se elimina por orina sin cambio alguno en una
proporcion que varia mucho segiun el pH. La cocaina es estimulante del SNC. En
pequefias dosis la cocaina actiia sobre la corteza cerebral produciendo estimulacién
psiquica, con aumento de capacidad de trabajo; produce luego excitacion incluso sexual,
euforia, insomnio, etc. La euforia inicial pasa a convertirse mas tarde en depresion, que
comienza en la corteza para proseguir gradualmente en centros nerviosos. En grandes

dosis han causado la muerte por depresién respiratoria. [26)
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2.7 Objetivos

2.7.1 Objetivo general

Desarrollar y validar un método para la determinacién de drogas en orina por

CLAR/IES/EM/EM.

2.7.2 Objetivos particulares

1. Establecer las condiciones espectrométricas optimas para la deteccién y

cuantificacién de los analitos en forma simultinea por medio de IES/EM/EM.

2. Establecer las condiciones cromatograficas para el analisis de las drogas.

3. Validar el método desarrollado por la determinacién de las drogas en orina en forma

simultinea.

4. Aplicar el método desarrollado por CLAR/IES/EM/EM en el anilisis de muestras de

reales.
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CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1 Equipo, material y reactivos.

3.1.1 Equipos

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién, modelo 1100 Series, marca
Agilent.

Espectrdmetro de Masas, modelo API 2000 LC/MS/MS System, marca Applied
Biosystem/MDS SCIEX, con interfase Turbospray de ionizacién por
Electrospray.

Potenciémetro Beckman modelo 3500 (F61 pHmeter) con electrodo combinado
de vidrio Ag/AgCl.

3.1.2 Materiales

Columna C-8 de la serie Zorbax de 25 mm de 4.6 mm de didmetro interno con
tamafio de particula de 5 um, marca Agilent.

Pipetas automaticas y puntillas.

Viales de vidrio de tapa con rosca de 1.5 mL.

Matraces de aforacion de vidrio de 1 mL.

Filtros de 0.45 pum de poro.

Equipo para filtracién de solventes, Millipore.
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3.1.3 Reactivos
Estandares:
— Cocaina, 1.0 mg/mL, en acetonitrilo, RADIAN.
— Benzoilecgonina, 1.0 mg/mL., en metanol, RADIAN
— Benzoilecgonina-D3, 1.0 mg/mL, en metanol, RADIAN.
— Metanfetamina, 1.0 mg/mL, en metanol, RADIAN.
— Metanfetamina-D5, 1.0 mg/mL, en metanol, CERILLIANT.
—~ Clonazepam, 1.0 mg/mL, en metanol, RADIAN
- Polipropilenglicol, Applied Biosystem
Solventes:
—~ Agua grado CLAR, Fisher.
— Acetonitrilo grado CLAR, J.T. Baker.
—  Acido Férmico grado CLAR, J.T.Baker.
Sales:
-~ Formiato de amonio grado reactivo, Riedel-de Haén.
Material bioldgico:

= QOrina de donadores sanos.
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3.2 Metodologia

Se prepararon soluciones madre de 100 pg/ml en metanol para todos los analitos a
excepeidn de la cocaina que se prepard en acetonitrilo. Los estdndares y las soluciones

madre fueron almacenados en oscuridad total a -20 °C, hasta su uso.
3.2.1 Optimizacién de par&metros espectrométricos.

Se prepararon soluciones de 1 ug/ml. de cada uno de los analitos en
acetonitrilo/Amortiguador de formiatos 10 mM pH 4.5 (50/50). Cada una de las
soluciones se colocaron por separado en una jeringa de vidrio de 1 mL y se introdujeron
por infusién directa al espectrémetro de masas de forma automética, con un flujo de

5uL/min. P!

Se trabajé en modo MRM para cada uno de los analitos, las parejas Ion Precursor—lon

Producto se describen en la Tabla III.

Tabla III. Pareja Ion Precursor-lon Producto de los diferentes analitos.

Analito Ql m/z Q3 msz
Ton precursor (M+1)* Ton producto
Benzoilecgonina 290.1 168.1
Benzoilecgonina-D3 293.1 171.1
Metanfetamina 150.1 91.1
Metanfetamina-D5, 155.1 92.1
Cocaina 304.1 182.1
Clonazepam 316.1 270.1
B2z
Q1 primer cuadrupolo
Q2 segundo cuadrupolo
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La optimizaci6n se realizd en base a gréficas buscando la méxima intensidad de sefial

para cada pareja de iones al hacer barridos en forma ciclica, hasta no encontrar

diferencias en los valores obtenidos, Apéndices A al F ,

Tabla IV. Parametros espectrométricos, rango permitido y su importancia

Parimetro Barrido (V) Importancia
Controla la energia en la disociacién inducida por

Potencial de Desagrupamiento (DP) 0-200 colisién (CID), Junto con el gas de cortina (N,), evita
la agrupacién de moiléculas.

Potencial de Enfoque (FP) 50-400 [Ambos (EP) y FP) responsables de enfocar a los
iones hasta Q1

Potencial de Entrada (EP) 1-12

Potencial de Entrada de la Celda de . .

Colisién (CEP) 0-188 Controla la entrada de los iones a la celda de colisién
Controla la energia en la celda de colision, los iones
chocan con las moléculas del N, convirtiendo la

Energia de Colisién (CE) 0-130 energia de colisién en energia vibracional, rompiendo
los enlaces, Proceso de Disociacién Activada por
Colisién. (CAD)

Potencial de Salida de la Celda de . . ..

Colisién. (CXP) 0-60 Controla la salida de los iones de la celda de colisién
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3.2.2 Desarrollo del método cromatografico.

Para desarrollar el método cromatogréfico, se partié del método descrito por Dams y

cols.P!

Se realizaron ensayos con diferentes composiciones de fase mévil hasta reducir el

tiempo de anlisis con parametros de separacién aceptables.
Condiciones Cromatograficas Iniciales @]

- Flujo: 0.3 mL/min.

- Fase mévil
Solvente A: Solucién amortiguadora de formiato 10 mM, pH 4.5
Solvente B: Acetonitrilo

- Volumen de inyeccién: 10 uL,

- Gradiente: 0—13 min: 5 % B — 26 % B; 13-22min: 26 % B —90 % B;
22-24min: 90 % B — 90 % B; 24-27min: 90 % B —» 5 % B, y 27-35
min: 5 % B.

- Tiempo de anélisis: 35 min.

3.3 Validacién

Para la calibracién y validacién se utilizd una mezcla de 5 orinas, libres de drogas,
obtenidas de voluntarios sanos a las cuales se les verificé previamente la ausencia de

drogas por medio de pruebas presuntivas.
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Para la elaboracién de las curvas de calibracién se prepararon, por triplicado ocho
estdndares de 1 mL en orina, en un rango de concentracion de cada analito entre 100 y
6000 ng/mL (100; 300; 500; 1000; 2000; 3000; 4000; 6000 ng/mL); se agreg6 20 uL de
cada estdndar interno. Cada una de las diluciones se filtraron con poro de 0.45 um y se

depositaron en un vial de vidrio de tapa con rosca, para su analisis inmediato.

3.3.1 Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacién.

Los Limites de Deteccién (LD) y Cuantificacion (LC) para cada uno de los analitos se
estimaron a partir de la curva de calibracién de cada analito, en base a las 4reas de los

picos cromatograficos, con las siguientes formulas: 2% 3

LD= Yy + 38Su (3.1)
b

LC= Yy + 108y {3.2)
b

Ybl.- Estimacion de la respuesta del blanco.
b.- Pendiente de la curva de calibracién.
Se.-  Estimacién de 1a desviacion estandar del blanco,
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3.3.2 Linealidad

A partir de las diluciones de estandar se elaboraron curvas de calibracion en base a
estAndar interno utilizando el Factor de Respuesta Relativo (kjgf) y en base a estandar
externo utilizando el Factor de Respuesta (F.R.). Para evaluar la linealidad se calculé la

regresién lineal por el método de minimos cuadrados y se expresé por medio del

coeficiente de correlacién r? U621,

Factor de Respuesta Relativo (kig).

k]}m = ( C| AE[) /(CEI A1) (33)

ki~ Factor de Respuesta Relativo

Ci.- Concentracién del compuesto

Cg.- Concentracién del estAndar interno
A~ Area del pico de elucién del compuesto

Ag.- Area del pico de elucion del esténdar interno

FR. = Ag/Ce (3.4)

F.R..- Factor de Respuesta Relativo
Ag.- Area del pico de elusién del compuesto

Cg.- Concentracion del compuesto
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Coeficiente de correlacién r*

X Yi - X Y
n

X - g&-)z Y- g_Z_Yi)2 J (3.3)
n n

-  Coeficiente de correlacion.
X;.~ Valor de la concentracién
Yi- Valor medido en ¢l ensayo i
n.-  Nimero de mediciones

3.3.3 Precisién y Exactitud.

Para evaluar la Precision y Exactitud se prepararon y analizaron tres réplicas de
estdndar de 300, 1000 y 3000 ng/mL, mas los estdndares internos. La determinacién de

la concentracion se hizo en base al factor de respuesta relativo, > 16.2%30]

El factor de respuesta relativo (estindar interno) y el factor de respuesta (estindar
externo) se obtuvieron al promediar los factores de respuesta individuales obtenidos en

cada concentracién de analito que conforma y estan presentes en los rangos lineales.

Para determinar si existe diferencia significativa entre la precisién y la exactitud
evaluadas por estdndar interno y las evaluadas por estdndar externo se utiliz6 una prueba

t para diferencias de medias.
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La precision se evalu6 por medio del Coeficiente de Variacién (%RSD).

%RSD= (S100)/ X (3.5

%RSD Coeficiente de variacién

S Desviacidn estindar de las mediciones.
X Promedio

La Exactitud se evalu6 por medio de la Recuperacién (%R).

%R= (X/X)100 (3.6)
%R Porcentaje de recuperacién
X Valor medio
X Valor verdadero.
3.3.4 Especificidad

La especificidad del método se evalué buscando posibles interferencias dentro del
tiempo de retencion en la sefial de cada analito al analizar 10 muestras blanco de orina.

6]
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3.3.5. Robustez

Dentro de los ensayos de robustez del método se consideraron los siguientes factores:

- Flujo: se modific6 de 300 uL/min a 200 pL/min y 400 uL/min.

- Composicién de la fase mévil: se realizaron determinaciones de estiAndares
disminuyendo la proporcién de acetonitrilo en tiempo cero. Se inicié con 80 % de

acetonitrilo en lugar de 90 %.

Para determinar si existe diferencia entre las %R, obtenidas al hacer modificaciones en

cada uno de los pardmetros, se utilizo un anélisis de varianza (prueba F).

3.4 Aplicacién del método a muestras reales.

Para la aplicacién del método a muestras reales se analizaron 46 muestras de orina de
personas que resultaron positivas por estudios inmunoldgicos, para el consumo de las
drogas analizadas en el presente estudio. Las muestras provienen de diversas
dependencias de Gobierno de los estados de Tamaulipas y Nuevo Leén, mismas que
solicitaron estudios confirmatorios. Las muestras que se analizaron en el presente

estudio fueron las mismas que se utilizaron para el estudio presuntivo.

Para ¢l estudio de las muestras, se tom6 | mL de cada una de ellas y se agregaron 20 pL
de cada uno de los est4ndares internos; posteriormente se filtraron con poro de 0.45 pm.

Las muestras ya filtradas se depositaron en un vial de vidrio con tapa con rosca y se

analizaron de inmediato.
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CAPITULO 4

RESULTADOS
4.1 Condiciones espectrométricas 6ptimas para la deteccién.

Los valores de voltaje mostrados en la Tabla V son los que se obtuvieron en los
experimentos de optimizacién de EM/EM, Apéndices A-F. Estos parémetros
optimizados se utilizaron para crear un método espectrométrico MRM para detectar
tanto al ion precursor como al ion producto de todos los analitos de manera simulténea,

Tabla III. Con esto valores se efectuaron experimentos de batrido de jon productos para

cada sustancia, Figura 8 -13.

Tabla V. Valores de voltaje obtenido para cada pardmetro de cada uno de los analitos.

Analito DP FP EP CE CEP CXP
Voltios

Benzoilecgonina 25 400 10 26 11 2
Benzoilecgonina-D3 30 400 9 29 11
Metanfetamina 27 400 8 30 6 15
Metanfetamina-D5 27 400 10 29 6 0
Cocaina 22 400 9 25 11
Clonazepam 60 400 34 11 5
DP Potencial de Desagrupamiento CE Energla de Colisitn
FP Polencial de Enfoque CEP Potencial de Entrada a la Celda de Colisién
EP Potencial de Entrada CXP Potencial de Salida de ln Celda de Colisién
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Figura 13. Espectro de masas obtenido del experimento_a; barrido de los iones producto
del clonazepam.
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4.2 El método cromatografico.

Las condiciones cromatograficas finales fueron las siguientes

- Flujo: 0.3 mL/min,
- Fase mdvil
Solvente A: Solucién amortiguadora de formiatos 10 mM, pH 4.5.

Solvente B: Acetonitrilo

- Volumen de inyeccién: 10 pL

- Gradiente: 0-5 min: 90 % B - 10 % B; 58 min: 90 % B > 10% By
8-18 min: 10 % B — 90 % B.

- Tiempo de andlisis; 18 min.

Los parametros cromatogréficos de separacion obtenidos se muestran en la Tabla V1.

Tabla VI Pardmetros cromatogréficos de separacién.

Analito tR (min) R o

Benzoilecgonina 5.7

9.49 1.8
Metanfetamina 10.3

2.96 1.13
Cocaina 11.6

1.75 1.05
Clonazepam 12.2
R Resolucién
o Factor de separacién



Los fragmentogramas obtenidos con las condiciones cromatograficas finales se muestra

en las Figuras 14.
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Figura 14, Fragmentogramas de un estdndar de calibracién, 500 ng/mL en orina més
estandares internos.
A) Fragmentograma 293.1/171.1 m/z, benzoilecgonina-D3, tg 5.7 min.
B) Fragmentograma 290.1/168.1 m/z, benzoilecgonina, tg 5.7 min.
C) Fragmentograma 155.1/92.1 m/z, metanfetamina-D3, tg 10.3 min,
D) Fragmentograma 150.1/91.1 m/z, metanfetamina, tz 10.3 min.
E) Fragmentograma 316.1/271.1 m/z, cocaina, tg 11.6 min.
F) Fragmentograma 304.1/182.1 m/z, clonazepam, tg 12.6 min,

47



4.3 Limites de Deteccion y de Cuantificacion.

Los Limites de Deteccidn y de Cuantificacion obtenidos se muestran en la Tabla VII.

Tabla VII. Limites de Deteccion y Cuantificacidn para cada uno de las sustancias

Analito Limite de Deteccion Limite de Cuantificacion
ng/mL

Benzoilecgonina 13.6 22.88

Metanfetamina 4.99 12.01

Cocaina 1.79 5.30

Clonazepam 8.08 94.33
4.4 Linealidad

En promedid, tanto para estandar interno como para estdndar externo, los valores de
correlacién obtenidos fueron mayores a 0.99, se obtuvieron rangos lineales cortos los
cuales corresponden a la cocaina y al clonazepam; los rangos lineales amplios

corresponden a la metanfetamina y a la benzoilecgonina, Tablas VIII y IX.
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Tabla VIII. Rango lineal, coeficiente de correlacién y factor de respuesta relativo de
la determinacién de drogas de abuso por CLAR/IES/EM/EM obtenidos en

base a estandar interno.

2 [

Analito Esténdar intetno Rango lneal(ngfml) T kg~ %RSD
Benzoilecgonina  Benzoilecgonina-D3 100 - 6000 0993 0.594 6.72
Metanfetamina ~ Metanfetamina-D5 100 - 6000 0.995 0.506 7.12
Cocaima Benzoilecgonina-D3 300 - 3000 0.996 0021 17.38
Metanfetamina-D5 100-4000 0998 0260 11.09
Clonazepam  Bemzoikecgonim-D3 300- 6000  0.992 18.510 11.09
Metanfotamina-D5 300 - 3000 0.998 220.800 5.05

kiEr : Factor de Res puesta Relativa promedio
%RSD:; Coeficiente de variacién de ke

TablaIX.  Rango lineal, coeficiente de correlacién y factor
de respuesta relativo de la determinacién de
drogas de abuso por CLAR/IES/EM/EM
obtenidos en base a estidndar externo.

Analito Rangolinealngml) ¥  FR  %RSD
Benzoilecgonina 100-6000  0.994 15917 5.02
Metanfetamina 100-6000 0999 221947 7.96
Cocaina 300-3000 0999 439338 14.72
Chrnazepam 300-6000 0993 0510 7.82

F.R. :Factor de Respuesta promedio
%RSD: Coeficiente de variacién de F.R.

Las curvas de calibracion, obtenidas en el rango lineal establecido al utilizar estindar

interno y estandar externo, se muestran en los Apéndices Gy H.
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4.5 Precision y Exactitud.

La precisién y exactitud se evaluaron en tres niveles de concentracién: bajo, medio y
alto, para todos los analitos. Los resultados obtenidos en base a estdndar interno y a

estdndar externo se muestran en las Tablas X y XI, respectivamente.

Tabla X. Precisién y exactitud de los analitos en tres niveles obtenidos en base a

estandar interno.
Analito Esténdar interno Valorverdadero ¢ pory %R
ng/mL
300 9.92 83.22
Benzoilecgonina Benzoilecgonina-D3 1000 13.52 84.58
3000 11.75 79.88
300 3.53 92.10
Metanfetamina Metanfetamina-D5 1000 9.21 88.35
3000 10.56 88.13
300 11,14 89.39
Cocaina Benzoilecgonina-D3 1000 5.74 76.58
3000 2.43 61.48
300 2.94 105.33
Metanfetamina-D5 1000 2.76 94.59
3000 1.72 84.18
300 14.11 03.37
Clonazepam Benzoilecgonina-D3 1000 10.87 97.73
3000 11.68 96.77
300 15.18 104.9
Metanfetamina-D5 1000 10.67 118.57
3000 13.97 130.37
%RSD Coeficiente de variacién
%R Recuperacién
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Tabla XI. Precisién y exactitud de los analitos en tres niveles obtenidos en base a

estandar externo.
Analito Vﬂ°;;ﬁ;iader° %RSD %R
300 12.68 91.44
Benzoilecgonina 1000 11.43 102.04
3000 11.07 107.08
300 6.06 78.03
Metanfetamina 1000 8.88 76.18
3000 10.44 72.75
300 0.71 87.98
Cocaina 1000 244 80.24
3000 3.54 68.39
300 11.44 81.61
Clonazepam 1000 6.38 87.80
3000 11.46 88.32
%RSD Coeficiente de variacidn
%R Recuperacion
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Tabla XII. Resultados de la prueba t al comparar la precisién obtenida en base a

estandar interno, con la obtenida en base a estdndar externo.

Analito %RSD media | t]
Estandar Intemo ~ Estandar Externo
Benzoilecgonina  Becg-D3 11.73 11.73 0.001
Metanfetamina ~ mampP-Ds 7,77 8.46 0.138
Cocaima Becg-D3 6.44 5.23 0.177
mAMP.DS  2.94 523 0.601
Clonazepam Becg-D3 12.22 9.76 0.630
mAMP-D5  13.27 9.76 0.813

0.025ts (tablas) 2.776

%R Recuperacién
Becg-D3 Benzoilecgonina-D3
mAMP-DS Metenfetamine-D5

Tabla XIII. Resultados de la prueba t al comparar la exactitud obtenida en base a

estandar interno, con la obtenida en base a estdndar externo.

Analito %R media |t]
Estandar Interno  Estandar Externo
Benmikcgonina = BecgD3 82.56 100.19 1.830
Metanfetamina  mAMP-D5S ~ 89.53 75.65 3.446
Cocaim Becg-D3 75.82 78.87 0.155
mAMP-D5  105.33 78.87 0.948
Clonazzpam Becg-D3 95.96 85.91 1.986
mAMP-D5  117.95 85.91 2.089

0.025t (tablas) 2.776

%K. Recuperscién
Becg-D3 Benzoilecgonina-D3
mAMP-DS5 Mctanfctamina-D5



4.6 Especificidad

Al analizar muestras blanco de orina no se detectaron sefiales a los tg de los analitos con

los diferentes iones, Figura 15.
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Figura 15, Fragmentogramas de un blanco de orina.
A) Fragmentograma 293.1/171.1 m/z, benzoilecgonina-D3
B) Fragmentograma 155.1/92.1 m/z, metanfetamina-D5
C) Fragmentograma 150.1/91.1 m/z, metanfetamina
D) Fragmentograma 290.1/168.1 m/z, benzoilecgonina
E) Fragmentograma 316.1/271.1 m/z, clonazepam
F) Fragmentograma 304.1/182.1 m/z, cocaina
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4.7 Robustez.

Tabla XTIV Pardmetros cromatograficos obtenidos al variar diversos factores al evaluar

la robustez.
Analito Factor Modificacién tr R
Flyjo 400 pl/min 440 12.23
200 pl/min 9.04 7.29
Benzoilecgonina | Fase (inicial) g”;’/‘;tgmm]"’ amortiguador 5,3 56p
Flujo 400 pl/min 8.07 3.23
200 pl/min 14.87 2.40
Metanfetamina | Fase (inicial) Gone O mOTIBIA0E 9 57 306
Flujo 400 pl/min 9.12 2.80
200 pl/min 17.03 -0.43
Cocaina |Fase (inicisl) goar " O PMOMBANT g7 312
Flujo 400 pl/min 9.89
200 pl/min 16.78
Clonazepam | Fase (inicial) ?(;;eztg nitrilo/amortiguador 11.65
tr Tiempo de retencién
R Resolucién
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Tabla XV, Resultados de %R obtenidos en base a estindar interno al variar el flujo y
la composicién inicial.

Analito Factor Modificacion %R
Benzolecgonma-D3  Metanfetamina-D5
Flgo 400 p¥min 108.11
Benzoilecgonina 200 yV/mn 95.01
_ Acetonitrilo/amortiguador
Fase (nicial) 80/20 90.46
Fhyjo 400 pVmin 80.51
Metanfetamma 200 plmin 88.04
.. Acetonitnilb/amortiguador
Fase (inicial) 20720 90.29
Flujo 400 pVmin 116.64 107.65
Cocaina 200 pVmm 85.67 91.57
Fase (i) ctonirib/amortiguador 54,81 80.68
80/20
Fluo 400 p/mmn 10047 89.34
Clonazepam 200 yVmin 160.68 165.46
Fose Gical) - cotonirio/amortgador 71.09 100.83
80720
%R Recuperacion
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Tabla XVI, Resultados de %R obtenidos en base a estindar externo al variar el flujo y
la composicién inicial.

Analito Factor Modificacién %R

Fhygo 400 m¥min 224.67
Benzoilecgonina 200 mbmin 55.52
Fase Acetonitrilo/amortiguador
(inicial) 80/20 102.9
Fljo 400 m¥min 210.10 |
Metanfetamina 200 m¥min 50.17
|Fase Acetonitrilo/amortiguador 77
(inicial) 8020 ’
Fhjo 400 mimin 248.42
Cocafm 200 mVmin 51.30
Fase Acetonirilo/amortiguador 63.3
{inicial) 80720 )
Flujo 400 m¥min 208.91
Chnazepam 200 m¥min 93.94
Fase Acetonitrilo/amortiguador 80.96
{inicial) 80720 )
%R Recuperacion
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Tabla XVII. Resultados de la prueba F para determinar si existe diferencia entre los %
obtenidos al hacer modificaciones en el flujo.
Analito Fiyjo pL/min F
200 300 400

Benznilecgonina Fst. Inferno (BecgD3)  95.01 %R 84.58 %R 108.11 %R  4.04
Est. Externo 5554 %R 87.80 %R 224.67%R 529.48

Metanfetamma  Est. Inferno  (maMP-Ds) 89.51 %R 88.35 %R 88.04 %R  0.03
Est. Externo 50.17 %R 76.18 %R 210.10 %R  398.04

Cocaina Est. Itemo (BecgD3) 85.67 %R 76.58 %R 116.64 %R 81.29
Est. Intermo  (mAMP-DS) 91.57 %R 94.59 %R 107.65 %R 35.7
Est. Externo 51.30%R 80.24 %R 24842 %R 2547.53

Clonazepam  Est Interno (Becg-D3) 100.47 %R 97.73 %R 160.68 %R  17.52
Est. Intermo  (maMP-Ds) 89.34 %R 118.57 %R 165.46 %R  21.09
Est. Externo 9394 %R 102.04 %R 208.91 %R 101.97

Becg-D3 Benzoilecgonine-D3 Foos atiag ~ 19.33
wAMP.DS Metanfetamina-D5

Tabla XVIIL Resultados de la prueba F para determinar si existe diferencia entre los
%R obtenidos modificacién en la composicidn inicial de 1a fase movil.

Anabto Composicion nicial de Ia fase mév F

Berroilecgonina Est. Intemo  (Bocg-D3) 84.58 %R 90.46 ¥R 0.67
Est. Externo 87.8 %R 10296 %R  10.58

Metanfetamina.  Est. Interno maMP-D5)  88.35 %R 90.29 %R 0.095

Est, Externo 76.18 %R TRITYHR " 049
Cocaina Est. Interno  (Becg-D3) 76.58 %R 54.81 ¥R 54.72

Est. Intemo mAMP-DS)  94.59 %R 80.68 %R 5372

Est. Externo 80.24 %R 63.93 %R 137.04

Cnazepam  Est Infermno (BocgD3) 97.73 YR 71.09 %R 11.67
Est. Intemo (mamp-ps) 11857 %R 100.83 %R 3.65

Est. Externo 102.04 %R 80.96 YR 6.4
Becg-D3 Beazoilecgonine-D3 Fo_os (tabhs] 19.00
mAMP-D5 Mctanfetamins-D5
Acn/amor Acetonitrilo/amortiguador
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4.8 Aplicacién del método a muestras reales.

De las muestras de orina analizadas, mismas que habian resultado positivas para cocaina
y sus metabolitos, todas resultaron positivas por el método de CLAR/IES/EM/EM. La

Figura 16 es un ejemplo de una muestra que resulto positiva.

Figura 16.Fragmentogramas de orina de un sospechoso que resulté positivo para
consumo de cocafna en pruebas presuntivas.
A) Cromatograma de sefiales superpuestas (visible la sefial 155.1/92.1 m/,
metanfetamina-D35)
B) Fragmentograma 293.1/171.1 m/z, benzoilecgonina-D3
C) Fragmentograma 304.1/182.1 m/z, cocaina
D) Fragmentograma 290.1/168.1 m/z, benzoilecgonina
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CAPITULO S

DISCUSION

5.1 Desarrollo del método.

5.1.1 Optimizacién de los pardmetros espectrométricos

Hasta hoy se han reportados diversos estudios disefiados para determinar la presencia de
drogas y sus metabolitos en muestras biolégicas, por medio del uso de
CLAR/IES/EM/EM, ya sea con fines forenses o clinicos. En base a trabajos realizados
por Schreiber, Fitzgerad y Sawyers se hizo 1a seleccién de los pares lon Precursor-lon

Producto, los valores coinciden nominalmente con los obtenidos en el presente trabajo.

(21,27, 28, 38)

Los factores de EM/EM optimizados para el modo de MRM son los que afectan la
seleccidén de un ion de cierta m/z, llevarlo hasta la cAmara de ionizacién, fragmentario y,
seleccionar y trasladar hasta el detector un fragmento de m/z determinado proveniente

de esa fragmentacion. De estos factores, dos de ellos influyen directamente en cuanto a
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la obtencién de los iones seleccionados en Q1 y Q3: el Potencial de Desagrupamiento y
la Energia de Colisién. El Potencial de Desagrupamiento (DP, por sus siglas en inglés),
controla junto con un flujo de N, gas, la aglomeracién de las moléculas del analito con
otras como las de agua 6 de solvente provenientes de la interfase de IPA, esto tiene lugar
en un area localizada entre la interfase de IES y la entrada al espectrémetro de masas. El
DP, ademads, induce a la disociacién de moléculas inducidas por colisién (CID, por sus
siglas en inglés). La Energia de Colisién, controla junto con un flujo de N; gas la
fragmentacién en Q2 de los iones seleccionados en Q1, mediante un proceso de
disociacidn activado por colisién (CAD, por sus siglas en inglés), en donde energia de

colisién se transforma en energfa vibracional, rompiendo los enlaces de los iones. [!*24]

En los espectros de masas obtenidos mediante el experimento de barrido de los iones
producto de cada uno de los analitos, el pico base corresponde al ion pseudomolecular
[M+H]" a excepcién de la metanfetamina y la metanfetamina-D5, en las cuales

corresponden a los iones 91.1 y 92.1 m/z respectivamente, Figura 8-13.

En el experimento MRM de las cuatro analitos y los dos andlogos deuterados, el ion
[M+H]" fue elegido como ion precursor y el ion producto fue su fragmento de mayor

intensidad, Figura 8—13.
5.1.1.1 Iones producto

Para la cocaina y la benzoilecgonina, el ion [M-122]* es ampliamente utilizado como ion

caracteristico de la fragmentacidn de estas dos sustancias, esta perdida corresponde a la
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eliminacién del protén y CsHsCOO®, lo que resulta en los iones 182 y 168 m/z,
respectivamente.

En el clonazepam, el ion utilizado fue el [M + H - 46]" que corresponde a la eliminacién
de un radical NO,_ En el método desarrollado se utilizé el ion 270 m/z, debido a que este

retiene al protén proveniente de la ionizacién por IES.

En la metanfetamina, el ion utilizado fue el 91 m/z (tropilio); este ion es caracteristico de

los compuestos aromaticos con una alquil-sustitucién como la metanfetamina,
5.1.2 Determinacion de las condiciones cromatogréficas de trabajo

Los solventes utilizados en el trabajo son los recomendados para la ionizacién por
electroespray, debido a que: son solventes volétiles y evitan la contaminacién de la
interfase. El amortiguador de pH empleado en el presente trabajo fue el compuesto por
formiato/acido férmico 10 mM de pH 4.5, a pesar de que los analitos evaluados son
compuestos bésicos, que para su estudio por cromatografia de fase inversa se
recomienda valores de pH superiores a 7-8 para evitar picos con fuerte asimetrfa; el
amortiguador formiato/4cido férmico 10 mM, fue utilizado ya que es uno de los que se
recomienda en JES para la deteccién de iones positivos, debido a que su presencia

incrementa la intensidad de los iones positivos por la alta concentracién de protones.

Aun y cuando la optimizacion de los parfmetros de separacién cromatogréfica del
método desarrollado no fue uno de los objetivos del presente trabajo, se buscéd obtener
valores de resolucion aceptables con el propdsito de evitar fendmenos de coelucién entre

los analitos, esto con el fin de utilizar los tiempos de retencién como criterio de
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identificacién y especificidad del método. La resolucion enire los cuatro analitos fue
mayor a 1.5 en un tiempo total de elucién de 18 minutos, 17 menos que el tiempo de
corrida del que se parti6, lo que se traduce al anélisis de mayor nimero de muestras en

un menor tiempo, con un consumo menor de solventes.
5.2 Validaciém del método desarrollado.
5.2.1 Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacién.

Los limites de deteccién y cuantificacién para todos los analitos se establecieron entre

1.79-13.6 ng/mL y entre 5.3-94.33 ng/mL, respectivamente.

La sensibilidad de las pruebas presuntivas utilizadas en el Laboratorio de Quimica
Forense de la PGJE para determinar la presencia de drogas de abuso en muestras de
orina es de 1000 ng/mL para metanfetamina, 300 ng/mL para cocaina y metabolitos, y
781 ng/mL para el clonazepam. En el método desarrollado, estas concentraciones se
encuentran dentro del rango lineal establecido para cada sustancia, con limites de
deteccion menores, de al menos dos érdenes de magnitud por debajo del de las pruebas
basadas en principios inmunolégicos, Tabla VII. El método desarrollado en el presente
trabajo permite ampliar el tiempo de bisqueda de drogas en orina de personas que se
presume que las hayan consumido, ya que la concentracién de éstas disminuye con el

tiempo hasta no ser detectadas por las pruebas presuntivas, [*'-32 3]

En el andlisis de sustancias por CG/EM Gan y cols., obtuvieron un limite de deteccién
para metanfetamina de 50 ng/mL, al extraerla de orina con extraccién en fase sélida y

derivatizarla con anhidrido tricloroacético, utilizando un monitoreo de ion selectivo,
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Céardenas y cols. obtuvieron limites deteccién para cocaina de 1 ng/mL y para
benzoilecgonina de 20 ng/mL, al extraerlas de orina con extraccién en fase sélida y
derivatizarlas con BSTFA (bis(trimetilsilil)trifluoracetamida) y su analisis por CG/EM.
Fitzgerald y cols. obtuvieron un limite de deteccién de 50 ng/mL para el 7-
aminoclonazepam, al realizar una extraccién liquido—liquido de orina, formando su
derivado trimetilsilil para analizarlo posteriormente con CG/EM, éste compuesto es el
principal metabolito del clonazepam. Por otra parte, Edeibroek y De Wolf obtuvieron un
limite de deteccién para clonazepam de Ing/mL, al realizar una extraccién liquido-
liquido del suero y su andlisis posterior por Cromatografia de Gases con detector de

captura de electrones. [%3637.38.39)

El método de anilisis de drogas por CLAR/IES/EM/EM desarrollado en este trabajo, en
comparacién con aquellos donde se utiliza la cromatografia de gases con detector de
espectrometria de masas o de captura de electrones, presentd limites de deteccién més
bajos para benzoilecgonina y metanfetamina, y limites de deteccién més altos para
clonazepam y cocaina, aunque estos dltimos son del mismo orden de magnitud. Sin
embargo, los métodos de CG requirieron procedimientos tardados de extraccién,
concentracién y derivatizacién de los analitos, lo que contribuye en parte a la

sensibilidad que reportaron.

5.2.2 Linealidad

La linealidad se evalud en base a los métodos de estdndar interno y estdndar externo para

los cuatro analitos.
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En CLAR el uso de estdndar interno no es comun, incluso podria no ser aconsejable, sin
embargo, puede serlo al acoplarse con EM. Algunos de los errores en EM se deben a la
variacién y a las condiciones de la fuente, ademés de la inestabilidad en la escala de

masas.

Los estandares internos con los que se trabajé fueron la metanfetamina-D5 y la
benzoilecgonina-D3, anélogos deuterados de la metanfetamina y la benzoilecgonina. La
metanfetamina-D5 y la benzoilecgonina-D3 comparten las mismas caracteristicas
quimicas de sus andlogos y una estructura molecular exactamente igual, por lo que
presentan el mismo comportamiento cromatografico. La masa de los compuestos
deuterados difiere respecto a la de sus anélogos, por lo que pueden ser utilizados como

estandar interno, ya que presentan caracteristicas espectrométricamente diferentes.

Los estindares internos utilizados para metanfetamina y la benzoilecgonina en el
método desarrollado fueron la metanfetamina-D5S y la benzoilecgonina-D3
respectivamente, proporcionado rangos lineales entre 100-6000 ng/mL con coeficientes

de correlacién r* mayores a 0.99, Tabla VIIL

Por otra parte, el andlogo deuterado de la benzoilecgonina es ampliamente utilizado
como estandar interno para la cocaina, ya que existe una gran similitud estructural y de
fragmentacién entre ambas sustancias. Ademads, se evalué el uso de la metanfetamina-
D5 como estandar interno, ya que eluyé muy préxima a la cocaina. Al evaluar la
linealidad en base a ambos estindares internos, los coeficientes de correlacién ¥ fueron
mayores a 0.99 en los rangos de concentracién utilizados, siendo éste menor al utilizar

la benzoilecgonina-D3 como estdndar interno, Tabla VIII.



En cuanto al clonazepam, se evalué el uso de la metanfetamina-D5S y la
benzoilecgonina-D3, se obtuvieron mejores resultados con la metanfetamina-D5, la cual

tiene un tiempo de retencién mas cercano al clonazepam que la benzoilecgonina-D3.

Los rangos lineales que se establecieron con estindar interno para la cocaina y el
clonazepam fueron mas estrechos que los obtenidos para la metanfetamina y la

benzoilecgonina, Tabla VIII.

Al evaluarse la linealidad en base al método de estdndar externo se obtuvo, al igual que
por medio de estandar interno, coeficientes de correlacién r* mayores a 0.99 para los
cuatro analitos, con rangos lineales establecidos entre 1006000 ng/mL para
metanfetamina y benzoilecgonina y con rangos mas estrechos para clonazepam y

cocaina, Tabla IX.
5.2.3 Precision y exactitud.

La precisién y la exactitud se evalué en tres niveles de las curvas de calibracion

obtenidas por estindar interno y estindar externo (300, 1000, 3000 ng/mL).

En general, los coeficientes de vanacion %RSD obtenidos fueron aceptables para las
cuatro sustancias, tanto por estandar interno (1.72-15.18 %), como por estandar externo

(2.44-12.68 %), Tablas X y XI.

Los %R obtenidos en base a estdndar interno para la metanfetamina y la benzoilecgonina
fueron aceptables (79.88-92.10 %). En cuanto al %R para la cocaina, se obtuvieron

mejores resultados al utilizar la metanfetamina-D5 como estdndar interno (84.18 —
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105.33 %), por otra parte, para ¢l clonazepam fue mejor al utilizar la benzoilecgonina-

D3 como estindar interno (93.37 —97.73 %), Tabla X.

Por otra parte, los %R obtenidos en base a estdndar externo solo fueron inaceptables

para la metanfetamina, (72.75-78.03 %), Tabla XI.

En base a la prueba t se determindé que no existen diferencias significativas entre la
precisién obtenida por estandar interno y la obtenida por estdndar externo (t <t ablas),
Tabla XII. En cuanto a la exactitud, solo en la metanfetamina existe diferencia
significativa entre la obtenida por estindar interno y la obtenida por estandar externo (t>

t wblas), Tabla XIII.

5.2.4 Especificidad

Aun y cuando a la orina no se sometié a procesos de extraccién de los analitos, al
analizar orinas blanco no se detectaron interferencias en los tiempos de retencién de las

sefiales obtenidas de la pareja ion-precursor e ion-producto de cada uno de los analitos.

En corridas cromatogréficas relativamente cortas de muestras tan complejas como lo es
la orina, el Monitoreo de Reaccién Muiltiple llevado acabo en €l espectrometro de masa
triple cuddruplo es mas selectivo que su anélogo €l modo de Monitoreo de Ion Selectivo.
La razén de lo anterior es que solo se selecciona de la fuente de iones un solo ion para
ser fragmentado, lo que da como resultado un especiro de masas de una sola sustancia y

no un espectro proveniente de todas las sustancias que se encuentren presentes en ese



mismo tiempo de retencién, cuya fragmentacién pueda producir los iones que se rastrean

en el Monitoreo de Ion selectivo.

La gran especificidad observada se debe a la combinacién tnica del tiempo de retencién

y del espectro MRM de cada analito.

5.2.5 Robustez

Al aumentar e] flujo se observé la disminucién de los tiempos de retencién, lo inverso
ocurri6 al disminuir e] flujo. En ambas condiciones, la resolucién obtenida fue aceptable
(valores superiores a 1.5), excepto para la cocaina y el clonazepam que mostraron una
resolucién de 0.4 a flujo bajo (200 uL/min), Tabla XIV. Aun y cuando los tiempos de
retencion disminuyeron al utilizar flujo de 400 pL/min, el uso de flujos altos no se
recomienda debido a que puede presentarse condensacion de la fase mévil en el orificio

de entrada del Espectrémetro de Masas, lo que favoreceria su contaminacién.

Al variar la proporcidn inicial de acetonitrilo/amortiguador en la fase mévil (de 90/10 a
80/20), se observé un aumento en los tiempos de retencién de los analitos a excepcién
de la benzoilecgonina que mantuvo el mismo tg. Con este cambio en la fase mévil, la

resolucion entre los cuatro analitos aumentod.

Se utiliz la prueba F para determinar si existen diferencias significativas en los %R que
se obtuvieron en los experimentos en los que se variaron los parémetros de flujo y

composicidn inicial de la fase mévil, Tablas XV y X VI,

Al aumentar y disminuir el flujo, (400 pL/min y 200 puL/min, respectivamente), se

determiné que existen diferencias significativas en %R de los cuatro analitos al ser
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evaluados por estandar externo (F > F wbies). En los %R obtenidos en base a estandar
interno, solo existen diferencias significativas para la cocaina al utilizar la
metanfetamina-D5 y la benzoilecgonina-D3, y para el clonazepam al utilizar la

metanfetamina-D5, Tabla X VII.

En cuanto al cambio en la composicion inicial de acetonitrilo/amortiguador en la fase
moévil de 90/10 a 80/20, solo se observaron diferencias significativas en los %R
obtenidos para la cocaina al evaluarse tanto por estindar interno como por estdndar

externo, Tabla X VIII.

5.2.6 Preparacion de la muestra,

Comunmente para ¢l analisis de drogas en orina, los procedimientos de preparacion de la
muestra son tediosos y tardados, ademés de ser totalmente indispensables para la
mayoria de las técnicas. En el presente trabajo se demostré que para la determinacién de
drogas de abuso en orina por medio de CLAR/IES/EM/EM, es posible la inyeccién
directa de la muestra con tan solo filtrar previamente la orina, lo que reduce en gran
medida los tiempos y procesos de preparacién de muestra, ademads, se eliminan las

posibles pérdidas de analito por e] tratamiento de muestra,

En comparacién con los procesos de extraccion en fase sélida, la inyeccion directa de la
orina ofrece grandes ventajas. En la extraccién en fase sdlida se requiere el uso de
solventes y sales, y una vez que son utilizados en €l proceso se consideran desechos, por
lo que deben de disponerse en forma apropiada, lo que trae consigo un gasto extra que se
surna al costo de los solventes y de los cartuchos de extraccién. Al utilizar una técnica de

inyeccién directamente de la orina, estos costos se eliminan,
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5.2.7 Aplicacién del método a muestras reales.

El tiempo total entre la preparacién de muestra y la corrida cromatografica no fue mayor
de 30 minutos, tiempo muy aceptable por la premura en que son requeridos los

resultados por quienes solicitan los estudios confirmatorios.

Se analizaron 47 muestras que previamente habian resultado positivas para cocaina por
medio de pruebas presuntivas, en todas ellas se encontraron concentraciones mayores de
benzoilecgonina que de cocaina. En algunas de las muestras se encontré que la cocaina
presentaba concentraciones tan bajas que no pudieron cuantificarse, A diferencia de las
pruebas inmunolégicas que determinan la presencia de cocaina al encontrar en orina una
cantidad tal de ésta y de sus metabolitos que sumada o en forma individual sobrepasen la
concentracién de corte, sin definir cual de las sustancias produjo el resultado positivo. El
método desarrollado permite obtener resultados positivos para el consumo de cocaina,
ya que determina la presencia y la concentracion de ésta y de su principal metabolito por

separado.

Por otra parte, se analizé una orina proveniente de un sospechoso de posible consumo de
cocaina que habia resultado negativo por medio de pruebas presuntivas, al analizarla por
el método CLAR/IES/MS/MS desarrollado en el presente trabajo resulté positivo para
benzoilecgonina. Este tipo de resultados le dan al método la caracteristica de ser
confirmatorio, de no tan solo resultados presuntivos positivos, sino también de algunos

resultados presuntamente negativos.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

El método desarrollado y validado por CLAR/JIES/EM/EM para el andlisis de

benzoilecgonina, metanfetamina, cocaina y clonazepam en orina, result6 ser:

Mas sensible y especifico que las pruebas presuntivas basadas en principios

inmunolégicos utilizadas actualmente en los laboratorios de quimica forense del pafs.

Capaz de identificar a las drogas directamente en la matriz, inyectandola directamente al

equipo, sin Ja necesidad de un procedimiento previo de extraccién.

Menos susceptible a las variaciones en el porcentaje de recuperacién al utilizar estAndar

interno que al utilizar estindar externo.

El método establecido puede ser utilizado como prueba confirmatoria para la

determinacién de metanfetamina, clonazepam, cocaina y benzoilecgonina en orina.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS

Se sugiere:

- Ampliar el estudio de rastreo a otras drogas de abuso usadas en el Estado de

Nuevo Ledn.,

- Desarrollar un método para la determinacién de drogas en forma simulténea en otros

fluidos biol6gicos, como lo es la sangre.

- Utilizar otras técnicas de ionizacién para tratar de mejorar los Limites de Deteccitn

y Cuantificacién.
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Apéndice D Gréficas de voltaje en funcién de cps de los barridos efectuados

en los pardmetros optimizados para cocaina.
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Apéndice E

Gréficas de voltaje en funcién de cps de los barridos efectuados

en los parametros optimizados para benzoilecgonina.
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Apéndice F Graficas de voltaje en funcién de cps de los barridos efectuados
en los pardmetros optimizados para benzoilecgonina-D3.
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Apéndice G Curvas de calibracién obtenidas por el método de estandar interno en el

rango lineal establecido para cada uno de los analitos.
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Apéndice H Curvas de calibracién obtenidas por el método de estandar externo
en el rango lineal establecido para cada uno de los analitos.
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