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RESUMEN:

El presenta trabajo propone el desarrollo de un método mediante el uso de técnicas de
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas, encaminado al analisis
confirmatorio de drogas de abuso como son: cocaina, marihuana, anfetaminas,
metanfetaminas, opiaceos y benzodiacepinas, en muestras de orina.

Con base en la bibliografia se han seleccionado los principales metabolitos de drogas
presentes en la orina de consumidores.

Se seleccionaron los estandares de estos metabolitos de las diferentes drogas a confirmar
para su estudio, asi como también las principales transiciones Q1-Q3 a optimizar para su
deteccion.

Se desarrollé6 un método experimental en el cual se alcanzaron las condiciones éptimas
de los parametros dependientes de compuesto en el espectrometro de masas Yy de los
parametros dependientes de flujo en el cromatografo de liquidos.

La validacién del método analitico se realizé segun los criterios de linealidad, repetibilidad
y limite de deteccion.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION:

El analisis toxicolégico se aplica para la deteccién, identificacion y cuantificacion de
drogas y sus metabolitos en muestras biologicas, juega un papel importante en el
diagnostico, tratamiento, sobredosificacion y prevencion de envenenamiento, en
toxicologia clinica y forense asi como para prevenir riesgos contra la salud, accidentes de
trabajo e importantes problemas sociales.

Aunque el método de ELISA y los inmunoensayos son téchicas sensibles para deteccién
de drogas, existe la posibilidad de falsos positivos debido a reacciones cruzadas, la
confirmacion de estas drogas requiere de un método mas especifico y sensible.

Durante mucho tiempo la combinacion de cromatografia de gases con espectrometria de
masas (GC/MS) ha sido la técnica usada para la identificacién y cuantificaciébn de estos
analitos en mezclas complejas. Debido a su utilidad se hacen grandes esfuerzos en la
etapa de preparaciéon de la muestra, ya que en la cromatografia de gases es necesario
que los compuestos sean volatiles y que no se descompongan con la temperatura
requerida para realizar el andlisis.

La cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, es el siguiente paso
en la combinacion de las técnicas de cromatografia y espectrometria, ya que puede
aplicarse a una amplia variedad de compuestos organicos, especialmente los metabolitos
de drogas y ofrece la mejor sensibilidad, con un minimo de preparacién de muestra.
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1.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar, implementar y validar de un método analitico para la determinacién cualitativa
y cuantitativa de drogas de abuso en muestras de orina, mediante cromatografia de
liguidos de alta eficiencia acoplado a espectrometria de masas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.-Obtener los espectros de masa de primer orden (lon padre o ion precursor) y patrones
de fragmentacion (lon hijo o ion producto) para los estandares de drogas como son:

= Metabolitos de Cocaina (Benzoilecgonina, Ecgoninametilester)

= Metabolitos de Marihuana (A9 Tetrahidrocanabinol, 11 nor A°
Tetrahidrocanabinol acido carboxilico)

= Metabolitos de Opiaceos (Morfina 3 beta glucoronide, Diacetilmorfina)

= Anfetamina

= Metanfetamina.

= Principales Benzodiacepinas (Alprazolam, Lorazapam, Oxazepam,
Temazapam.)

2.-Seleccionar los fragmentos mas abundantes para optimizar un método de identificacién
MRM (Multiple reaction Monitoring).

3.-Desarrollar un método cromatografico y el acoplamiento a espectrometria de masas
HPLC/MS, para la identificacion de los metabolitos de drogas mencionados anteriormente.

4.-Validar el método confirmatorio para la identificacion y cuantificacion en muestras de
orina.
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1.3. DELINEAMIENTO DEL ESTUDIO.

Desarrollar un método analitico que nos permita resolver el problema que representa la
confirmacion del examen toxicolégico para drogas de abuso como son: Cocaina,
marihuana, anfetaminas, metanfetaminas, opidceos y benzodiacepinas, mediante una
técnica altamente confiable como es la cromatografia de liquidos de alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas.

1.4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido a que el consumo de drogas se ha intensificado en los ultimos afios, asi como la
accesibilidad a sustancias de abuso, es de fundamental importancia para empresas e
instituciones realizar exadmenes toxicoldgicos con una alta confiabilidad, con lo cual se
previenen importantes problemas sociales.

Algunas situaciones en las que se requiere de la realizacion de examenes toxicologicos
confirmatorios son:

1) En el control antidopaje en asociaciones deportivas.

2) En el reclutamiento de personal para empresas.

3) Como una herramienta de evaluacion de control de confianza en instituciones.
4) Para delimitar responsabilidades juridicas.

5) Para esclarecer causas de fallecimiento.

Generalmente se utilizan inmunoensayos para realizar los primeros andlisis en
hospitales, centros de rehabilitacién y laboratorios, pero estos ensayos solo permiten
detectar un nimero limitado de sustancias a bajas concentraciones.

Es por ello que se hace necesaria la implementacion de técnicas mas confiables como lo
es la cromatografia de liquidos en combinacion con la espectrometria de masas, la cual
se puede utilizar para el analisis general de escrutinio, confirmacion y cuantificacion de
drogas de abuso.
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Tabla 1. Tendencia de consumo de drogas en el ultimo afo, poblacién total de 12 a
65 afios.

2002% 2008% 2011% 2011, IC 95%
TOTAL
Mariguana 0.6 1.0 1.2 0.95-1.46
Cocaina 0.0 0.4 0.5 0.35-640
Crack e 0.1 0.1 0.03-0.19
Alucinégenos  *** 0.1 0.1 0.03-0.19
Inhalables 0.1 0.1 0.1 0.04-0.19
Anfetaminas xkk 0.1 0.2 0.06-0.23
Cualquier 0.8 1.4 15 1.22-1.78
droga ilegal
Cualquier 1.3 1.6 1.8 1.52-2.21
droga
HOMBRES
Marihuana 1.2 1.7 2.22 1.71-2.56
Cocaina 0.7 0.8 0.9 0.63-1.21
Crack ok 0.2 0.2 0.05-0.37
Alucinégenos  *** 0.1 0.1 0.005-0.27
Inhalables 0.2 0.2 0.2 0.066-0.33
Anfetaminas 0.1 0.2 0.2 0.10-0.34
Cualquier 1.7 2.3 2.6 2.12-3.14
drogailegal
Cualquier 2.2 2.5 3.0 2.43-3.51
droga
MUJERES
Marihuana 0.1 0.4 0.3 0.008-0.502
Cocaina roxk 0.1 0.1 0.027-0.169
CraCk _—— *kk *k%k e
Alucinégenos  *** *hx FRE e
Inhalables *kk *kk **%x o
Anfetaminas ok 0.1 0.1 e
Cualquier 0.1 0.5 0.4 0.200-0.692
drogailegal
Cualquier 15 0.8 0.7 0.470-1.023
droga

Fuente: Encuestas nacionales de adicciones 2002, 2008 y 2011.

**Cocaina también incluye crack. ***El porcentaje obtenido es menor de 0.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTO TEORICO.

2.1. GENERALIDADES DEL ANALISIS TOXICOLOGICO:

La toxicologia se define como el estudio de los efectos adversos de las sustancias
guimicas.

Una sustancia quimica tiene actividad biolégica, cuando en pequefias dosis, inicia
cambios celulares y es selectiva al presentar efecto en algunas células y no en otras.

Muchas sustancias quimicas poseen actividad selectiva util en el tratamiento de
enfermedades, éstas sustancias se denominan medicamentos o drogas y forman parte de
la terapéutica.

Una vez que una droga es administrada, es absorbida por la corriente sanguinea y
distribuida por todo el organismo, para finalmente ser eliminada ya sea por conversion a
otro compuesto (metabolito) o por excrecion. Estos fenbmenos son importantes porgque
controlan la cantidad de droga que llega al sitio de accién y el periodo en el que ejercen
su efecto.

El desplazamiento activo de un farmaco por el organismo depende de su polaridad y de
sus caracteristicas ionicas. La ionizacion de un farmaco es el resultado de las reacciones
acido base de los compuestos organicos. Un acido organico es un electrolito débil que se
puede ionizar para formar un ion hidrogeno y la base conjugada.

CH3-COOH «> CH;3-COO™ + H*

En forma analoga, una base organica, es un electrolito débil que se ioniza al aceptar un
proton.

CH3‘NH2 + Hzo 4 C:H3‘NH3+ + OH"

Cuando los compuestos organicos se ionizan, son mas solubles en soluciones acuosas.
En su forma neutra, estos compuestos son mas liposolubles.
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La polaridad de una molécula organica es una medida de su capacidad de disolverse en
agua y depende del numero de grupos polares que posee (OH, NH,, COOH).

El movimiento o desplazamiento de las moléculas de un farmaco por todo el organismo
depende de su capacidad para atravesar las membranas que separan los diversos
compartimientos tisulares.

2.1.1. ABSORCION.

Comunmente los farmacos se introducen en un organismo en un sitio alejado a su lugar
de accion, y salvo que la administracion sea intravenosa debe entrar al sistema
circulatorio. La velocidad de absorcion depende del pH en el sitio de absorcion y la via
de administracion.

Efecto del pH:

Cuando hay una diferencia de pH considerable entre el sitio de absorcién y la sangre,
como sucede entre el estbmago (pH 1) y la sangre (pH 7.4) la velocidad de absorcion de
los electrolitos débiles se alteran considerablemente. Los farmacos neutros y 4cidos se
absorben rapidamente en el estbmago. El pH bajo del estémago impide la absorcion
importante de farmacos basicos, estos son mejor absorbidos en cavidad bucal (pH 6.0) e
intestino (pH 5.0.)

Efecto de la vias de administracién de farmacos

1.- Inyeccion por via intravenosa: La cual tiene la ventaja de la rapidez y la
absorcion completa.

2.-Intramuscular, subcutanea e inhalado: En tales vias la absorcién dependera de la
vascularizacion local del tejido.

3.-Via sublingual: La membrana mucosa de la cavidad bucal tiene un epitelio
delgado y esta ricamente vascularizada. Esto permite una rapida absorcion y los
farmacos pueden administrarse por via sublingual o vestibular, la ventaja de esta
via de entrada es que una vez absorbido el farmaco, entra a circulacién general sin
pasar por el higado. Cuando se absorbe desde el estbmago o los intestinos, el
farmaco debe pasar por sistema hepatico antes de alcanzar circulacion general. El
higado es el sitio principal del metabolismo de los farmacos.

4.- Via rectal: La funcién fisiologica del intestino es la de absorber los productos
finales de la digestion de los alimentos, su extension, alto riego sanguineo, pH
neutro, son factores que favorecen la absorcién de farmacos.
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2.1.2 DISTRIBUCION.

Al entrar un farmaco a circulacion sanguinea se distribuye por todo el organismo,
incluyendo en lugares no importantes para su accion farmacoldgica. El farmaco puede
ligarse reversiblemente a sitios de accion, proteinas del plasma y con tejidos que no
participan en su actividad farmacoldgica.

La facilidad de distribucibn de un farmaco en d6rgano depende del 6rgano y las
caracteristicas del farmaco, ciertos tejidos son menos permeables. Por ejemplo, las
células endoteliales de los capilares cerebrales tienen uniones muy cerradas y de hecho
forman una capa esencialmente continua siendo la base morfolégica de la barrera
hematoencefdalica, la cual esta separada de la circulacién general y una barrera similar
separa la circulacién materna de la fetal.

Esta barrera impide o restringe la entrada o la salida de moléculas i6nicas polares, por
esta razon la mayor parte de los farmacos que tienen efecto en el sistema nervioso
central, son compuestos lipéfilos no polares.

2.1.3. EXCRECION:

La mas importante via de excrecion de los farmacos es el rifién. La orina se forma a partir
del plasma por procesos de filtracion glomerular, absorcion y secrecion, que se llevan a
cabo en la nefrona. La filtracién es un proceso fisico en el cual la sangre se fracciona con
base en el tamafio molecular de sus componentes. La mayor parte de los farmacos
tienen pesos moleculares menores de 500 uma y por ello filtran facilmente a menos que
estén unidos a proteinas plasmaticas. Cuando el farmaco es un electrolito débil su
resorcion depende del pH de la orina. Un farmaco basico ser4 mayor en orina &cida,
mientras que la excrecion de un farmaco acido aumentara en orina alcalina.

El pH de la orina puede variar de acido a alcalino dependiendo de la dieta y de los
farmacos que se administren. Por ejemplo cantidades elevadas de acido ascérbico
disminuyen el pH de la orina mientras que el bicarbonato lo aumenta. Esto se aprovecha
por ejemplo para facilitar la desintoxicacion con barbitdricos los cuales son acidos débiles
con un pKa de 7.0 al ingerir bicarbonato de sodio para alcalinizar la orina.
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2.2. DEPENDENCIA Y ABUSO DE DROGAS.

En los dltimos afios en nuestro pais se ha visto un incremento en el consumo de drogas
asi como una mayor accesibilidad a éstas.

El uso reiterado de ciertos farmacos puede dar lugar a:

e La dependencia fisica, que surge cuando hay una adaptacion
farmacologica progresiva, lo que da origen a la tolerancia.

o En el estado de tolerancia, la repeticién de la misma dosis de un farmaco
produce un efecto menor. Al interrumpir stibitamente la dosis se produce
un sindrome de abstinencia.

e La adiccion, es el uso compulsivo y sin control de un farmaco, el poder
adictivo de un farmaco depender de las propiedades del farmaco mismo,
el individuo, el entorno y la via de administracion.

2.3. PRINCIPALES DROGAS DE ABUSO.

2.3.1 COCAINA.

Clorhidrato de Cocaina C;H2,CINO,. Cristal granulado o polvo, sabor salado ligeramente
amargo, adormece lengua y labios. Punto de fusién cercano a 195°C. Es soluble en agua,
alcohol y cloroformo e insoluble en éter.

La cocaina habitualmente consumida es el clorhidrato de benzoilecgonina, que se
comporta como una base débil (pka 8.6) lo que le permite facil absorcion a través de las
mucosas.

O
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Las primeras referencias sobre el uso de la hoja de coca masticada, con fines
estimulantes se remontan a 2000 A.C. Los médicos Espafioles utilizaron por primera vez
las hojas de coca con fines terapéuticos en 1596. Fue sintetizada por primera vez en 1858
por Albert Newman.

La cocaina se considera como estupefaciente, segun la Ley General de Salud. Titulo
décimo segundo. Control Sanitario de productos y servicios de su Importacion vy
Exportacion. Capitulo V, Estupefacientes. Articulo 234.

Es un alcaloide que se obtiene de la hoja de coca, procedente de un arbusto,
Erythroxylum coca, que se cultiva en América del sur o bien por sintesis a partir de
ecgonina y sus derivados. Desde el punto de vista quimico es una 2-metil-3-
bencilecgonina, que presenta un grupo amino hidrofilico, conectado por un grupo
intermediario a un residuo aromatico lipofilico.

La accién farmacologica de la cocaina puede ser local y general. Aplicada localmente,
paraliza las terminaciones periféricas de los nervios sensoriales y en grado menor, de los
nervios motores, y estimula la capa muscular de los vasos sanguineos. Como resultado,
blanquea la region donde se aplica y disminuye la sensibilidad; en boca disminuye la
sensacion del sabor y en nariz del olor.

Es estimulante del sistema nervioso central, provoca exaltacion de las facultades
intelectuales, tiene un efecto estimulante sobre el cord6n espinal, aumentando al principio
los reflejos y produciendo luego convulsiones. Los efectos sobre los centros medulares se
notan por un aumento en la frecuencia y profundidad de respiracion. Después de la dosis
téxica la estimulacion es seguida por depresion del centro de respiratorio. Eleva la presion
sanguinea como resultado de la constriccion arterial, hay estimulo vaso motor central y
aumento en la frecuencia cardiaca.

Por via pulmonar o intravenosa la cocaina se detecta de inmediato en plasma,
alcanzando el pico maximo de concentracion a los 5 minutos. Al ser liposoluble atraviesa
la barrera hematoencefalica lo que le permite alcanzar rapidamente el Sistema Nervioso
Central.

La semivida plasmética de cocaina es de 50 minutos pero los consumidores de forma
inhalable, desean de manera caracteristica mas dosis después de 10 a 20 minutos. La
cocaina aparece en orina por sélo pocas horas después de su consumo, su metabolito
en orina es benzoilecgonina producido por degradacion hidrolitica de la cocaina, su
deteccién en orina es de 2 a 5 dias después de la ultima dosis de cocaina, por lo que la
deteccién de este metabolito es cominmente usado para la determinacién del abuso de
cocaina.
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EXCRESION:

La via metabdlica principal de la cocaina consiste en la hidrdlisis de cada uno de sus
grupos éster. La benzoilecgonina producida al perderse el grupo metilo, expresa el
metabolito urinario principal y se presenta en orina hasta 5 dias después de la ultima
dosis de cocaina. Como consecuencia las pruebas de benzoilecgonina permiten
identificar el consumo de cocaina; los grandes consumidores de cocaina presentan
cantidades detectables del metabolito en la orina por 10 dias. Cuando se ingiere cocaina
y alcohol parte de la cocaina se transesterificara a cocaetileno.

La adiccion es la complicacion mas frecuente del consumo de cocaina. Algunos
consumidores, en especial los que se la administran por via intranasal, pueden proseguir
con el uso intermitente por afios. Otros se vuelven usuarios compulsivos a pesar de
métodos complejos para conservar el control.

2.3.2 MARIHUANA.

Ci2H300,. Peso molecular 312, punto de ebullicion 200°C. Propiedades terapéuticas:
antiemético.

Como derivados de cannabis se incluyen a los productos procedentes de la planta
Cannabis sativa, variedad indica marihuana. Los principios activos se encuentran en las
resinas de las plantas, siendo las sumidades florares femeninas de la planta las partes
mas ricas en ellas. La composicion de las resinas comprende cannabinoles. El principio
activo mas importante es el 3,4 trans-1-THC (Tetra Hidro Cannabinol). La forma habitual
de consumo es la fumada, también se puede consumir por via oral.

El Tetrahidrocannabinol, es una sustancia lipofilica, insoluble en agua, se inactiva en
medio acido, por lo que al consumirse por via oral queda reducida su accion
farmacologica al 5 %. Se degrada por accion de la luz y el calor, presenta pKa de 10.6.

OH

(0] CsHyq

Cannabinol
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Se clasifica como una substancia psicotropica, segun la Ley general de salud. Titulo
décimo segundo, Capitulo IV, Articulo 234. Seccion I.- las que tienen valor terapeutico
escaso 0 nulo y que, por ser susceptibles a uso indebido o abuso, constituyen un
problema especialemente grave para la salud publica.

Los efectos farmacolégicos varian con la dosis, la via de administracion, la experiencia del
consumidor, su vulnerabilidad a los psioactivos y el sitio en que se realiza el consumo. La
intoxicacion con marihuana origina cambios en el estado de animo, la percepcion y la
motivacion. La duracion del efecto varia segun la dosis, pero el fumador clésico tiene un
efecto de 2 horas. Duarante ese tiempo se alteran las funciones cognitivas, la percepcion,
el tiempo de reaccién, el aprendizaje y la memoria. La marihuana produce cambios
conductuales complejos como ansiedad y mayor hambre, panico, aluscinaciones y
psicosis aguda.

Se han descrito diversos usos medicinales de la marihuana. Entre ellos estan sus efectos
contra las nauseas, que se han aplicado al alivio de reacciones adversas a la
quimioterapia, efecto relajantes musculares y anticonvulsivos . Estos beneficios se
producen al costo de los efectos psicoactivos, por lo tanto no hay ventaja evidente de la
marihuana sobre los tratamientos ordinarios. Una capsula de A-9-THC (Dronabinol) se ha
aprobado para el tratamiento de anorexia asociada a apacientes con HIV.

Después de unas cuantas dosis puede presentarse tolerancia a la mayoria de los efectos
de la marihuana, no es comun observar sintomas de abstinencia.

El abuso y adiccion a la marihuana no tiene un tratamiento especifico. Los consumidores
habituales pueden presentar depresion concurrente, y por lo tanto, reaccionar al
tratamiento antidepresivo.

El consumo habitual constituye 0.5 a 2.5 mg diarios de THC. Se metaboliza via hepatica.
La vida media en los tejidos es de 7 dias elimindndose por las heces en un 80% vy por
orina en un 20%, su eliminacién es muy lenta detectandose metabolitos en orina hasta 30
dias posteriores a su consumo.

2.3.3 ANFETAMINA.
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PROPIEDADES FiSICAS:

CoH13N, Peso Molecular 135.20, liquido mévil, olor a amina, sabor quemante, volatilidad
lenta a temperatura ambiente, densidad 0.913, punto de ebullicion 200°C. Ligeramente
soluble en agua, soluble en alcohol éter, faciimente soluble en 4cidos.

NH,

amphetamine

La dosis letal en adultos es de 1 gramo y 5 mg/kg de peso en nifios. Estimulante del
sistema nervioso central, anoréxico.

Se clasifica como substancia psicotropica, segun la Ley General de Salud, Titulo décimo
segunda, capitulo VI. Articulo; 245, seccion Il.- las que tienen algun valor terapéutico, pero
constituyen un problema grave para la salud publica.

El principio activo de la anfetamina es obtenido por sintesis quimica.

La difusién del uso de estas sustancias tuvo lugar durante la segunda guerra mundial, en
donde fueron utilizadas por los combatientes por sus propiedades estimulantes, la
ausencia de restricciones en la década de 1960 provoco un aumento en Su consumo.

Sus propiedades estimulantes fueron aprovechadas por los estudiantes y sus
propiedades anoréxicas, para tratar obesidad, pasan de ser un consumo ocasional a un
consumo habitual, en un 10% de los casos.

Actualmente, se han tomado politicas sanitarias que restringen las posibilidades de
adquisicion de estos medicamentos, como son requerir para su venta o suministro al
publico, receta médica que contenga el nimero de cedula profesional del médico que la
expide, la que debera surtirse por una sola vez y retenerse en la farmacia que la surte.
Aunque persiste el mercado ilicito a partir de preparados en laboratorios clandestinos.

Las vias de administracion son: oral y parenteral, presentan la caracteristica de
absorberse rapidamente, es metabolizada por oxidacién en el higado.

Tiene una actividad estimulante central, afectando el centro hipotaldmico del suefio y
afectando el regulador del hambre. Los efectos son: excitacion, disminucién del suefio,
de la sensacion de fatiga y del apetito. La anfetamina se ha usado como tratamiento
contra obesidad, pero es cuestionable, ya que, la pérdida ponderable de obesos tratados
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con anfetaminas se debe casi por completo a la disminuciéon del alimento, y sélo una
pequefia proporcion al incremento del metabolismo.

Los efectos téxicos agudos de la anfetamina, suelen ser extensiones de sus acciones
terapéuticas, por lo general consecuencia de sobredosis. Los efectos en el SNC incluyen:
inquietud, mareos, temblores, hiperactividad de reflejo, tension irritabilidad, debilidad,
insomnio, fiebre y euforia. Aparecen sobre todo en individuos con trastornos psiquicos,
confusion, irritabilidad, delirio y alucinaciones. Tales efectos pueden ser desencadenados
en cualquier persona al consumir altas dosis de anfetaminas o por periodos prolongados y
suele surgir dependencia.

La tolerancia surge en forma invariable por el efecto anoréxico, a menudo se observa la
necesidad de aumentar la dosis para mantener el animo en los pacientes psiquiatricos,
esta tolerancia puede propiciar que se llegue a consumir hasta 1.7 gramos, sin efectos
adversos lo que provoca una fuerte dependencia fisica.

La deteccién de anfetaminas en orina ha sido mayormente usada para evaluar su abuso.
El uso prolongado puede provocar, dafio permanente en el Sistema Nervioso Central. La
anfetamina aparece en orina después de 3 horas de su administracion, sin importar la via,
y esta presente en la orina de 24 a 72 horas después de su Ultima dosis.

2.3.4 METANFETAMINAS:
La metanfetamina guarda una relacion quimica cercana con la anfetamina. En el cerebro
libera dopamina.

Se produce de manera ilicita en laboratorios clandestinos a partir de efedrina.
ACCION FARMACOLOGICA:

La sobredosis de metanfetamina causa sintomas como; inquietud, confusién, ansiedad,
alucinaciones, hipertension, arritmia cardiaca, colapso circulatorio, convulsiones y coma.
Los adictos crénicos pueden desarrollar psicosis paranoica.

La metanfetamina es consumida por via oral, nasal o intravenosa. Presenta sus efectos
con una duracion de 2 a 4 horas. Se excreta por via renal, apareciendo en orina después
de 3 horas de su consumo y se encuentra presente en orina hasta por 5 dias después de
su administracion. El metabolito de la metanfetamina es la N-anfetamina.

Iz

methamphetamine
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2.3.5 BENZODIACEPINAS:

El término benzodiacepina, se refiere a la porcion en la estructura quimica de estos
medicamentos, compuesto por el anillo de benceno unido a otro anillo de siete miembros
heterociclicos llamado diacepina.

\

benzodiazepine

Se clasifican como substancia psicotrépica, segun la Ley General de Salud. Titulo décimo
segundo. Capitulo VI, Articulo 234, Seccién lll.- Las que tienen valor terapéutico, pero
constituyen un problema para la salud publica.

Las benzodiacepinas son medicamentos psicotropicos que actian sobre el sistema
nervioso central, con efectos sedantes, hipnéticos, ansioliticos, anticonvulsivos,
amnésicos y miorrelajantes. Por ello se usan las benzodiacepinas en medicina para la
terapia de la ansiedad, insomnio y otros estados afectivos, asi como las epilepsias,
abstinencia alcohdlica y espasmos musculares. También se usan en ciertos
procedimientos invasivos como la endoscopia 0 dentales cuando el paciente presenta
ansiedad o para inducir sedacién y anestesia. Los individuos que abusan de drogas
estimulantes con frecuencia se administran benzodiacepinas para calmar su estado
animico. A menudo se usan benzodiacepinas para tratar los estados de panico causados
en las intoxicaciones por alucinégenos.

A pesar de que en el uso clinico las benzodiacepinas ejercen efectos cualitativos muy
similares uno del otro, existen importantes diferencias cuantitativas en sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, las cuales han sido la base de sus variados
patrones de aplicacién terapéutica. Las benzodiacepinas pueden causar tolerancia,
dependencia y adiccion. Aunque relativamente pocos pacientes que reciben
benzodiacepinas por indicacion médica abusan de ellas, hay individuos que buscan de
modo especifico estas sustancias por sus efectos psicoactivos, siendo las mas solicitadas
aquellas que tienen pronto inicio de acciébn como Alprazolam y diazepam. El uso no
supervisado da lugar a la sobre dosificacion llegando a ingerir hasta 1000 mg por dia.
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alprazolam

Las benzodiacepinas se pueden administrar por via oral y algunas de ellas por via
intramuscular e intravenosa. La semivida de estos farmacos varia de 2 horas, como el
midazolam y clorazepam o hasta 74 horas como el flurazepam. Basado en su semivida,
las benzodiacepinas se dividen en cuatro grupos:

1. Compuestos de duracién ultra-corta, con una semivida menor de 6 horas.

2. Compuestos de duracion corta, tienen una semivida menor de 12 horas y tienen
pocos efectos residuales al tomarse antes de acostarse en la noche, aunque su
uso regular puede conducir a insomnio de rebote y ansiedad al despertar.

3. Compuestos intermedios, tienen una semivida entre 12 y 24 horas, pueden tener
efectos residuales durante la primera mitad del dia y el insomnio de rebote tiende
a ser mas frecuente al descontinuar su uso. Se presentan también sintomas de
abstinencia durante el dia con el uso prolongado de esta clase de
benzodiacepinas.

4. Compuestos de accion larga, tienen una semivida mayor de 24 horas. Los fuertes
efectos sedativos tienden a perdurar durante el dia siguiente si se usan con el fin
de tratar el insomnio.

Las benzodiacepinas pueden acumularse en el cuerpo. La semivida de eliminacion varia
grandemente entre un individuo y el otro, especialmente entre pacientes de la tercera
edad. Los compuestos de accién corta tienen mejores resultados como hipnoticos,
mientras que los de larga duracion se prefieren por sus efectos ansioliticos.

Las benzodiacepinas son agentes depresores del sistema nervioso mas selectivos que
otras drogas como los barbituricos, actuando, en particular, sobre el sistema limbico.

Las benzodiacepinas son potentes anticonvulsivos y tienen propiedades que salvan la
vida durante el manejo de un estatus epiléptico. Las benzodiacepinas mas
frecuentemente usadas para controlar un estatus epiléptico son el diazepam y lorazepam.
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2.3.6 OPIACEOS:

Los opiaceos son una serie de sustancias derivadas de la planta del opio. Es una de las
drogas que se tienen referencias mas antiguas mayormente en el area del mediterraneo.

El opio ha disminuido su preferencia como droga, dando paso a sus derivados: morfina y
heroina.

La morfina aparecio en el siglo XIX recibié su nombre debido a su capacidad de producir
suefio del dios griego Morfeo. Tuvo gran éxito como medicamento por su capacidad
analgésica, pero también se comprob6 su gran adiccion y se observd que con su uso de
manera constante aparecian fenbmenos de tolerancia, dependencia y sindrome de
abstinencia en los individuos.

morphine

En busca de un medicamento que no tuviera los efectos de la morfina se llego al
descubrimiento de la heroina por Bayer. Pero resulto ser mas tdxica y adictiva.

heroin

El opio puede ser administrado de diversas formas: Fumado, bebido como infusion,
ingerido en forma de pasta. La morfina se administra de dos formas: oral y parenteral.

Todos los opiaceos tienen una gran accion analgésica y depresora del Sistema Nervioso
Central, produciendo efectos inmediatos tras su consumo y efectos a largo plazo por
consumo cronico.

El opio produce un aumento en la imaginacion y el estimulo de hablar, continua con una
depresion a nivel central donde la respiracion se hace mas lenta y hay confusién mental.
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Su administracion de forma crénica provoca cuadro de: anorexia, estrefiimiento,
hipotension, sensacién constante de frio y aislamiento social.

La morfina, ha sido relegada a uso clinico, produciendo un potente efecto analgésico,
presenta efectos secundarios como son: nauseas, vomito, estrefiimiento y alteraciones del
estado de animo.

La heroina, tras una ligera sensacién desagradable al inicio, el consumidor refiere un
intenso placer, seguido de sedacién y alivio de cualquier dolor, posteriormente se
acompafa de los efectos secundarios como son: Pérdida de peso, estrefiimiento,
amenorrea, infeccion de piel, lesiones hepéticas y alteraciones cardiacas, respiratorias,
psiquiatricas.

Algunos de los mecanismos del SNC que bloguean el dolor causan también cambios en el
estado de bienestar y euforia. Por tanto los opiaceos son consumidos fuera del ambito
médico para lograr efectos agradables. La inyeccion de una solucién de heroina da lugar
de inmediato a diversas sensaciones, que se describen como dolor, sabor o un placer
profundo e intenso.

La heroina es liposoluble, cruza la barrera hematoencefélica y se desacetila en los
metabolitos activos 6-monoacetilmorfina y morfina. Después de la euforia intensa que
dura 45 segundos a varios minutos sobreviene un periodo de sedacion y tranquilidad que
dura hasta 1 hora, los efectos se disipan en 3 a 5 horas, segun la dosis. Los adictos a
opiaceos pueden inyectarse dos a 4 veces al dia, con fluctuaciones de sentirse euforico y
enfermo a causa del inicio de abstinencia.

En la tabla no. 2 se muestra la estructura quimica y peso molecular de las principales
drogas de abuso, mientras que en la tabla 3 se enuncian sus propiedades farmacolégicas.
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Tabla 2. Peso molecular y estructura quimica de las principales drogas de abuso

FORMULA Y PESO MOLECULAR DE LAS PRINCIPALES DROGAS DE ABUSO

Droga Formula Formula quimica Peso
condensada molecular
r/mol.

Cocaina

/
(o)
(o)
C17H21NO, 303
—_— o :
(o)
Metanfetamina @\/L
CioH1sN 149
v

benzodiacepinas

==

159
CiHisN
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Tabla no. 3 propiedades farmacoldgicas de las principales drogas de abuso.

Droga Via de Efecto Usos Dosis Dosis
administracion farmacoldgico terapéuticos terapéutica letal.
Marihuana inhalacion Psicoactivo Anorexia 0.5a25
Alucin6geno analgésico mg/dia -
Cocaina Inhalacion Estimulante
Absorcion del SNC
mucosa - - 05-1
V.0O. ar
V.1
Anfetamina Inhalacion Estimulante Obesidad 10-30
V.0. del SNC Narcolepsia mg/8hras 1ogr
V.1 Déficit de
atencién
Metanfetamina Inhalacion Estimulante
V.0. del SNC - - 1or
V.1
opiaceos Inhalacion Narcoléptico Terapia del 15 mg/dia
V.0. Analgésico dolor 350
V.1 mg
Benzodiacepinas V.O. Sedante Ansiedad 5-20 >1 gr
V.1 Ansiolitico Insomnio mg/dia
[.M. Hipnotica Epilepsia
Anticonvulsivo
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CAPITULO 3.

3.1. EXAMEN TOXICOLOGICO DE ESCRUTINIO EN MUESTRAS DE ORINA

Para la deteccién de las principales drogas de abuso se pueden utilizar diferentes
muestras biologicas la mas comunmente usada es la orina, por su facil obtencion y
volumen disponible.

Existen en el mercado diferentes ensayos para la determinacién de las principales drogas
de abuso, La velocidad y sensibilidad de estos inmunoensayos cromatograficos para la
deteccion cualitativa de drogas de abuso ha hecho este método uno de los mas
aceptados mundialmente no obstante la confirmacién debe hacerse mediante métodos
instrumentales especializados.

Periodos de deteccion:

La tabla 4 muestra los periodos de deteccion de sustancias, en diferentes fluidos
corporales. Los rangos dependen de la cantidad, la frecuencia de uso, el metabolismo del
individuo, masa corporal, edad, salud del individuo y el pH en el caso de la orina.

Tabla 4. PERIODO DE DETECCION DE DROGAS POR PRUEBAS DE
ESCRUTINIO.

Sustancia Orina Sangre
Anfetaminas 2 a 3 dias 12 horas
Metanfetaminas 2 a 5 dias 24 horas
Marihuana 28 a 49 dias (1 a 3 dias dosis Unica) 2 dias
Cocaina 1 a 3 dias 24 horas
Codeina 2 a 3 dias 12 horas
Morfina 2 a 3 dias 6 horas
Heroina 2 a 3 dias 6 horas
Benzodiacepinas 2 a 3 horas 12 horas
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Este es un Inmunoensayo basado en el principio de enlace competitivo. Las drogas que
pudieran estar presentes en la muestra de orina compiten contra su respectiva droga
conjugada para unirse a su anticuerpo especifico. Durante el examen la muestra migra
hacia arriba por accién capilar. Si una droga no estd presente o por debajo de la
concentracién requerida en la prueba, no saturara el sitio de union especifico del
anticuerpo. El anticuerpo entonces reaccionara con el conjugado droga-proteina y una
linea coloreada aparecera en el area de prueba “T" en la placa inmunoenzimatica. La
presencia de droga por encima del nivel preestablecido saturara todos los sitios de union
del anticuerpo por lo que no aparecera la linea coloreada en el area de prueba "T" la

linea coloreada no se formara en la region de prueba debido a que los metabolitos de la

droga saturaran todos los sitios de unién de anticuerpos por la competencia de los analito
de la droga especifica para cada prueba dando un resultado positivo. El control de calidad
interno del procedimiento, es una linea coloreada que siempre debe aparecer en la region

del control ("C") indicando que el volumen adecuado de la muestra ha sido agregado.

Figura no.1 Cartucho de prueba de inmunoenzimatico para deteccion de drogas
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Los limites de deteccién por Inmunoensayo enzimatico se muestran en la tabla no 5.

Tablano.5 LIMITES DE DETECCION DE DROGAS EN PRUEBAS DE ESCRUTINIO.

Metabolito Limite de deteccion en
ng/ml
THC 50
Cocaina 300
Metanfetamina 1000
Anfetamina 1000
Opiaceos 2000
Benzodiacepinas 300

3.2 CROMATOGRAFIA.

La cromatografia fue inventada por el botanico ruso Mijail Tsuet (1872-1919). Es un
método para la separacion analitica de componentes estrechamente ligados en mezclas
complejas, la cual tiene aplicacién en todas las ramas de la ciencia, es una técnica
basada en el principio de retencion selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de una mezcla, permitiendo identificar y cuantificar dicho componente.

Las técnicas cromatograficas son muy variables, pero tienen en comun, una fase movil
que consiste en un fluido, que transporta a la muestra a través de una fase estacionaria,
que puede ser un sélido o un liquido fijado a un sélido. Los componentes de la mezcla
interaccionan en distintas formas en la fase estacionaria. Por lo tanto se transportan por la
fase estacionaria a diferentes velocidades logrando con esto su separacion.

Diferencias en el coeficiente de particion de los componentes de la mezcla dan como
resultado una retencién diferencial sobre la fase estacionaria y por lo tanto una
separacion en funcion de los tiempos de retencién de cada componente de la mezcla.
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En la cromatografia los compontes que se desea separar deben ser solubles en la fase
movil. Deben ser también capaces de interaccionar con la fase estacionaria, ya sea
disolviéndose en ella, adsorbiéndose o reaccionando en forma quimica. Como
consecuencia los componentes se distribuyen entre ambas fases.

La cromatografia puede clasificarse dependiendo del tipo de contacto en: cromatografia
en columna o cromatografia en superficie plana, y dependiendo del tipo de fase mévil y
estacionaria en: cromatografia de liquidos, cromatografia de gases y cromatografia de
fluidos supercriticos.

La efectividad de separacion depende de la velocidad con la que eluyan las dos especies.
La velocidad de elucién esta determinada por la constante de los equilibrios de las dos
fases (movil y estacionaria).

El tiempo de retencion (tR), es el tiempo que transcurre a partir de inyeccién de la muestra
hasta que el pico del soluto aparece en el extremo de una columna cromatogréfica.

El tiempo para que una especie no retenida alcance el detector se le llama tiempo muerto
(tM). La velocidad de retencién de las especies no retenidas coincide con la velocidad
media de las moléculas de la fase movil.

El proceso por el cual el soluto es lavado por la columna afiadiendo nuevo disolvente se
llama elucion.

Considerando que una columna cromatografica, estd compuesta por una serie de
estrechas capas horizontales y contiguas separadas, denominadas platos tedricos. Se
supone que en cada plato tiene lugar el equilibrio del soluto entre la fase movil y la fase
estacionaria. EI movimiento del soluto y del disolvente, se consideran entonces como una
serie de transferencias sucesivas de un plato al siguiente. La eficiencia de una columna
cromatogréfica mejora a medida que aumenta el nimero de equilibrio es decir a medida
que aumenta el nimero de platos tedricos.

La forma tipica Gaussiana de un cromatograma, se atribuye a los movimientos al azar de
los miles de particulas de soluto en la banda o zona cromatogréfica. En consecuencia el
ancho de la zona esta directamente relacionado con el tiempo de residencia de la
columna e inversamente relacionado con la velocidad a la cual fluya la fase movil.

El ensanchamiento de bandas en los picos cromatograficos se pueden controlar por las
variables tales como: el flujo, el tamafio de particula del material de empaque de la
columna, las velocidades de difusién y el espesor de la fase estacionaria.

3.3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA:

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), es la técnica de separacion mas ampliamente usada. Las
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razones son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su idoneidad para la separacién de especies no volatiles y termolabiles y sobre
todo, la gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, para
la ciencia y la sociedad. Algunos ejemplos de estos materiales incluye: aminoéacidos,
proteinas, drogas, carbohidratos, plaguicidas, esteroides, antibibticos, y cierta variedad de
sustancias inorgénicas. Algunas variantes de importancia en cromatografias son:

1. Tamafio de particula del relleno.
2. Ensanchamiento de banda extra columna.
3. Efecto del tamafo de la muestra.

1.- EL coeficiente de transferencia de masa, de la fase moévil es funcion inversa del
didmetro de las particulas que contribuyen el relleno. Como consecuencia de ello, la
eficiencia de una columna de HPLC debe mejorar al reducir el tamafio de particula.

2.- En HPLC en ocasiones hay un ensanchamiento de banda significativo fuera de la
columna, tiene lugar cuando se transporta el soluto a través de tubos, como los que se
utilizan en los distintos componentes del sistema, el ensanchamiento proviene de las
diferentes velocidades de flujo que hay entre las capas de liquido adyacente a las paredes
del tubo y las del centro. Como consecuencia, la parte central de una banda de soluto se
mueve con mayor rapidez que la periférica. En cromatografia de gases la difusion
compensa la dispersion extra columna, sin embargo la difusion en los liquidos es
significativamente menor y con frecuencia este tipo de ensanchamiento de banda se hace
evidente.

Cuando se usan columnas de pequefio didmetro, el ensanchamiento extra columna
puede hacerse bastante importante, en este caso todos los esfuerzos han de orientarse a
la reduccion del radio de los tubos del sistema externo a la columna.

3.- La cantidad de muestra (ug de muestra/gr de relleno) también afecta a la eficiencia de
la columna, la eficiencia decrece con el aumento de la cantidad de muestra.

3.3.1.INSTRUMENTACION PARA COMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.

Con el objeto de alcanzar un caudal de eluyente razonable, con relleno con tamafio de
particula de 3 a 10 um, se requieren altas presiones por centimetro cuadrado, el equipo
requerido para HPLC tiende a ser mas sofisticado. La figura no.2 representa el esquema
de los componentes de un HPLC. Y la figura no. 3 muestra la fotografia del equipo HPLC
prominence de shimatzu.
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Figura no. 2 Esquema de un equipo HPLC

Figura no. 3 Equipo HPLC Prominence de Shimatzu.
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3.3.1.1 Recipiente para la fase mdvil y sistema para el tratamiento de solventes.

Un equipo de HPLC cuenta con recipientes de vidrio cada uno de los cuales con
capacidad de 500 ml. Los recipientes se equipan para eliminar los gases disueltos por lo
general oxigeno y nitrogeno, que interfieren formando burbujas en los sistemas de
deteccién. Estos sistemas también cuentan con dispositivos para la filtracién del polvo y
particulas soélidas en suspension.

Una separacion que utiliza un solo disolvente de composicion constante se le llama
elusién isocratica. Con frecuencia. La eficiencia de una separacion aumenta por la
elucién por gradientes. En este casos se utilizan dos y a veces mas disolventes con
polaridad distinta. Una vez que empieza la elucidn se varia la relacion de los disolventes
de forma programada. En la figura no. 4 se puede observar un sistema de contenedores
de solventes.

[

Figura no. 4 Sistema de tratamiento de solventes.

3.3.1.2 Sistema de bombeo.

Los requisitos para un sistema de bombeo en HPLC requieren: la generacion de presion
por encima de 400kg/cm cuadrado, un flujo libre de pulsaciones, un intervalo de caudales
de 0.1 a 10 ml/min, el control y reproductibilidad del caudal de 0.5% relativo, y
componentes resistentes a la corrosion. Las altas presiones que generan las bombas de
HPLC no representan riesgo de explosién, debido a que los liquidos no son muy
compresibles. De este modo la rotura de un componente del sistema solo supone perdida
del disolvente, la cual puede representar riesgo de incendio.
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Figura no. 5 sistemas de bombeo HPLC.

3.3.1.3 Sistema de inyeccion de muestra.

A menudo el factor limitante en la precision de las medidas en la cromatografia de liquidos
es la reproductibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna. Los
volumenes que se emplean deben ser muy pequefios (decimas de microlitro). Ademas en
cromatografia de liquidos se debe introducir la muestra sin despresurizar el sistema.
Usan dispositivos de bucles de muestra los cuales estan integrados al equipo y permiten
la eleccion del tamafio de la muestra que van desde 5 a 500 microlitros o micro muestras
de 0.5 a 5 microlitros. En la figura no. 6 se observan las gradillas de muestreo del equipo
HPLC.

Figura no. 6 Gradillas de muestreo del equipo HPLC.
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3.3.1.4 Columnas para cromatografia de liquidos.

La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 10 y
30 centimetros con un didmetro interno de 4 a 10 mm y los tamafios de las particulas de
los rellenos son de 3,5 y 10 micras.

En la figura no. 7 podemos apreciar la fotografia de la columna usada en el proyecto
con las siguientes caracteristicas: 25 cm de longitud y 4.5 mm de didmetro interno, y
empague con particulas de 5 um. Estas columnas tienen de 40,000 a 60,000 platos/metro.

Figura no. 7 Columna utilizada para los ensayos por HPLC

3.3.1.5 Precolumnas.

En muchas ocasiones para aumentar la vida de la columna analitica se coloca delante
una precolumna, que elimina la materia en suspension y los contaminantes de los
disolventes. Ademés en cromatografia liquidos-liquidos, la precolumna sirve para saturar
la fase movil con la fase estacionaria y asi minimizar las pérdidas de esta en la columna
analitica. La composicion del relleno de la precolumna debe ser igual a la de la columna,
sin embargo el tamafio de particula de la precolumna es por lo general mayor para
minimizar la caida de la presion.

En la figura no. 8 tenemos la fotografia de la precolumna usada en el desarrollo del
proyecto.
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Figura no. 8 Fotografia de la precolumna

3.3.1.6 Tipos de rellenos

En cromatografia de liquidos se han utilizado dos tipos basicos de rellenos, pelicular y de
particulas porosas. El primero consiste en bolas de vidrio o de polimeros, no porosas y
esféricas con didmetros caracteristicos de 30 a 40 um. en la superficie de estas esferas
se deposita una capa delgada y porosa de silice, alimina o de una resina de intercambio
ibnico. Para algunas aplicaciones de afiade una recubierta adicional, constituida por la
fase estacionaria liquida que se mantiene unida por adsorcion. Las bolas también pueden
tratarse para afiadir una capa superficial organica. Por lo general los rellenos peliculares
se usan en las pre columnas.

Los tipos de rellenos de particulas porosas de cromatografia de liquidos estan formadas
por micro particulas porosas con diametros de entre 3y 10 pum. y con la mejor dispersion
posible para un tamafio determinado. Siendo las de silice las mas comunes.

En la cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a espectrometria de masas,
HPLC/MS, la muestra se separa primero mediante HPLC, y posteriormente se utiliza la
espectrometria de masas para la deteccion.
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3.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

El trabajo de Sir Joseph Thomson (1856 — 1940) y Francis W. Aston (1877-1945) ambos
premios nobel, Thomson por el descubrimiento del electron y Aston por su trabajo en
espectrometria de masas, fueron pioneros en el desarrollo de un espectrémetro de
masas. Al mismo tiempo Arthur j. Dempster (1856-1950) en la universidad de Chicago,
desarrollo un instrumento de sector magnético con direccién focal. EI también desarrollo
la primera fuente de ionizacién de electrones.

Manchester produjo en 1960 el MS-2 el primer espectrémetro de masas comercial, con
limitada resolucion y un méximo de deteccién de masa de 300u.

Se obtiene un espectro de masas convirtiendo los compuestos que integran una muestra
en iones que se mueven rapidamente, por lo general de carga positiva y resolviéndolos en
base a su relaciébn de masa a carga. La utilidad de la espectrometria de masas proviene
del hecho de que el proceso de ionizacion produce por lo general una familia de particulas
positivas, cuya distribucion segun la masa es caracteristica de la especie que le dio
origen. En consecuencia, un espectro de masas proporciona informacion Gtil para elucidar
estructuras quimicas.

En muchos aspectos los datos de espectrometria de masas resultan mas faciles de
interpretar que los espectros de infrarrojo o RMN, ya que proporcionan informaciéon
relacionada con la masa molecular de los componentes estructurales de muestra.
Ademas es posible obtener en la mayoria de los casos, una medida precisa del peso
molecular del analito a partir de los datos de espectrometria de masas.

Los espectros de masa también pueden usarse para andlisis cuantitativo de mezclas
complejas. En este caso la magnitud de las corrientes i6nicas a diferentes masas se
relaciona con la concentracién. EI campo de la espectrometria de masas se desarrolla
rapidamente por lo que se requiere de referencias del fabricante y literatura cientifica
reciente para mantenerse actualizado.

La espectrometria de masas surgio de estudios realizados en 1900, relacionados con el
comportamiento de iones positivos en campos magnéticos y electrostaticos. La primera
aplicacion analitica verdadera de la espectrometria de masas fue en 1940, cuando
pudieron obtenerse en el mercado equipos practicos. En 1960, fue reconocido como un
poderoso y avanzado instrumento para este objetivo, tan importante como la
espectroscopia infrarroja o la espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

La Espectrometria de masas esta relacionada con separacion de la fase gaseosa de la
ionizacion atomica y molecular de las especies de acuerdo a su masa molecular y carga
(m/z).
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Cuando un analito es ionizado un caracteristico ion representa el 4&omo o molécula
intacta y el grupo de iones de diferentes masas que representan fragmentos de la especie
ionizada. Estos iones al ser separados para manipulacién del campo magnético y
electrénico a alta presibn comunmente 10-5 Pa, y en la medida de su relativa abundancia
versus su relacion m/z de cada uno de los iones constituye una espectrometria de masas.
La resolucion de la masa es dependiente del instrumento disponible, idealmente menos
de una unidad atomica.

La ventajas de la Espectrometria de masas son, que puede darnos mas informacion
acerca de un analito utilizando menos muestra que otras técnicas.

La identificacibn de moléculas usando espectrometria de masas es mas facil que
utilizando otras técnicas de espectrometria. Especialmente con el uso de bases de datos.
Es también la técnica mas segura para mediciones precisas.

Las desventajas de la espectrometria de masas, comparada con otras técnicas son, que
la muestra es consumida durante el andlisis y la inversiébn en equipo y personal
capacitado que se requiere. Aungue con los equipos la tecnologia disponible actualmente
y el soporte de bases de datos hacen actualmente relativamente facil la operacion de
equipos de espectrometria de masas.

A:_

Figura no. 9 Fuente de ionizacién de equipo Prominence de Shimatzu.

4.1.2. Interfase de vacio:

La interfase de vacio asegura la transicion de los iones desde la fuente API al analizador
de masas que se encuentra al vacio. La interface al vacio cuenta con una cortina de gas
gue protege de contaminacion y mejora la productividad del espectrémetro de masas,
soplando un flujo inverso al flujo de iones de nitrégeno, creando una cortina que impide
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gque los iones sean neutralizados. La figura no. 10 muestra el orificio de entrada de iones
hacia la interface al vacio en la fuente de ionizacién.

Figura no. 10 Entrada hacia la interface al vacio en una fuente de ionizacion.

3.4.1.3. Analizador de masas:

Desde, la fuete iones, los iones son transferido al analizador de masas donde éstos son
separados de acuerdo con sus valores de masa-carga (m/z). El analizador de masas
opera bajo condiciones de vacio para asegurar que los iones viajen con la maxima
eficiencia.

El analizador de masas de tipo cuédruplo, utilizan cuatro electrodos en forma de barras
paralelas en un arreglo en forma de cuadrado para generar los campos eléctricos que
filtran iones en base a su relacibn masa-carga, mientras viajan a través de las barras.
Solamente los iones de una masa seleccionada, alcanzaran el detector y originara un
espectro de masas.

TO
DETECTOR

quadrupole rods

% University of
ikl BRISTOL

exit slit
IONS (to detector)

resonant ion
(detected)

non-resonance ion

source slit
(not detected)

Figura no. 11 Sistemas cuadrupolo.
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El sistema de trampa de iones utiliza un electrodo esférico para producir un campo
eléctrico que captura los iones conforme van entrando. Los iones atrapados son
procesados en un campo tridimensional que oscila desde el cual, pueden ser liberados
selectivamente, con estos se incrementa considerablemente la capacidad de atrapar
iones y aumenta dramaticamente la sensibilidad.

La espectrometria de masas LC/MS/MS en Tandem o de multiples etapas (MS/MS), es
una técnica en la cual el analizador de  masas se utilizan en serie para obtener
informacion estructural.

La figura no. 12 muestra la fotografia del espectrémetro de masas QTrap 3200 de AB
Sciex.

Figura no.12 Espectrometro de masas QTrap 3200

TIPOS DE ESCANEOQOS.

En la operacién LC/MS/MS, es posible utilizar diferentes modos de escaneo para obtener
informacion complementaria sobre la muestra.

Escaneo de los iones producto: Proporciona informacion estructural y de identificacion de
los fragmentos de iones.
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Escaneo de los iones Precursor: Determina el origen de los iones producto en particular,
creando en la celda de colisiébn y se utiliza frecuentemente para la identificacion de
metabolitos de medicamentos.

Escaneo de pérdida neutral constante: Indica cuales iones pierden una especie neutral
igual a la diferencia de Q1 — Q3.

Escaneo de Monitoreo de reacciones mdltiples (MRM): se utiliza principalmente para
estudios de cuantificacion, éste escaneo permite monitorear mdltiples pares de iones
precursor a producto y es la mejor forma de maximizar la produccion sefal/ruido de los
compuestos.

3.4.1.4. El detector:

El detector mide la abundancia de los electrones generados desde los iones par cada
relacion masa/carga. Utiliza un multiplicador de electrones en combinacion con un
amplificador de sefial. El registro de todas las cargas detectadas durante el escaneo,
constituye el espectro de masas. El detector es un contador de pulsos, este modo de
deteccion asegura que el flujo de iones verdaderos sea colectado como datos crudos. En
contraste, muchos otros son detectores analogos que requieren de eliminacién de ruido
ya sea mediante software o modo electronico.

La figura no. 123cromatograma obtenido por el detector, en donde en el eje de las “X” se
muestra el tiempo de retencidén y en el eje de las “Y” las la intensidad relativa del ico
cromatografico en cuentas por segundo.

B TIC of -MRM (1 pair): from Sample 4 (002) of THCCOOH 11 SEP 2012.wiff (Turbo Spray) Max. 8470.0 cps.
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Figura no. 13 Imagen de un Cromatograma.

HPLC/MS Pagina 46



3.4.1.5. Analisis de los datos:
El sistema de analisis de datos provee un solo punto de control para la instrumentacion,
adquisicion de los datos, analisis, archivo y blisqueda de los espectros.

Automatiza la identificacién de metabolitos, la adquisicion y procesamiento de informacion
relevante para perfiles de metabolitos. Herramienta primordial para regular la busqueda
de datos y trazabilidad.

INSTRUMENTO DE CUADRUPOLO.

Como su nombre lo describe el analizador de masas cuadrupolo, consiste en cuatro
barras paralelas que fijan la corriente directa (DC) y alternativamente radio frecuencia
(RF). El rango de masa detectable y la relacion estd dada por la longitud y didmetro de las
barra. Mayor didmetro de las barras produce un incremento de sensibilidad, menor o
mayor longitud en las barras incrementan el poder de resolucion. En un corto plazo e ion
es localizado y pasado a lo largo de en medio del espacio entre las barras. Su movilidad
dependera del campo eléctrico. Pero solo iones con valor de m/z, podran estar en
resonancia y asi pasar por el detector. Todas otros valores de m/z sin resonancia
golpearan las barras y no seran detectados.

El Cuadrupolo no requiere todos los electrones que entran al instrumento para tener la
misma energia cinética por lo tanto la sensibilidad es inherente a la alta energia
magnética en el instrumento.

La radio frecuencia puede variar dando al ion diferente m/z en el detector a diferentes
tiempos. Usualmente para las mas bajas y mas altas m/z y asi obtener un espectro de
masas.

CONTROL DE FRAGMENTACION:

El poder de un espectrometro de masas incrementa draméticamente por enlaces en
series del analizador de masas, (multiestaciones de masas) en algunos espectrémetros
de masas con analizador de cuadrupolo es enlazado en series, en triple cuadrupolo, por
ejemplo, tres analizadores son usados, estos instrumentos producen generalmente iones
seudomoléculares por ionizacion.

El primer cuadrupolo (Q1) es donde se establece la aceleracion del ion de determinada
m/z hacia el segundo analizador (Q2) donde son fragmentados por alta energia de
colisién con nitrégeno u otro gas de colisién. El ion seleccionado que paso atreves de Q1
es llamado ion precursor o ion padre, el ion formado por la fragmentacion del ion
precursor es llamado ion producto o ion hijo. En tal caso la fragmentacion realizada es
muy reproducible. El tercer cuadrupolo (Q3) se usa para escanear al ion producto o
permitir selectivamente el paso del ion producto hacia el detector.
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La fragmentacion puede variar dependiendo de la naturaleza del gas de colision que se
utilice (argon, helio, nitrégeno, o xendn), de la energia del ion emitida por Q1, de la
temperatura y la presion.

En la figura no.14 muestra el proceso de fragmentacion de moléculas Q1-Q3.
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Figura no. 14 Fragmentacion Q1-Q3.

3.5. VENTAJAS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS SOBRE

CROMATOGRAFIA MASAS.

Durante mucho tiempo la combinacion de cromatografia de gases con espectrometria de
masas (GC/MS) ha sido la técnica usada para la identificacion y cuantificacion de estos
analitos en mezclas complejas. Debido a su utilidad se hacen grandes esfuerzos en la
etapa de preparacion de la muestra, ya que en la cromatografia de gases es necesario
que los compuestos sean volatiles y que no se descompongan con la temperatura
requerida para realizar el andlisis.

La cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, es el siguiente paso
en la combinacién de las técnicas de cromatografia y espectrometria, ya que a diferencia
de la cromatografia de gases, que no es aplicable a moléculas no volatiles o termo
sensibles, la cromatografia de liquidos puede aplicarse a una amplia variedad de
compuestos organicos, especialmente los metabolitos de drogas. De hecho la
cromatografia de liquidos permite el andlisis de cualquier especie molecular. Mas aun, la
cromatografia de gases se interfasa a analizadores de masa de cuadrupolo sencillo,
mientras que la interface mas comun para cromatografia de liquidos es la espectrometria
en Tandem o MS/MS. El uso de MS/MS afade una gran especificidad y selectividad al
analisis de compuestos debido a la capacidad del sistema de aislar un analito especifico
eliminado de esta manera la posibilidad de que llegue al detector un ion de una
interferencia. Esta capacidad aumenta aun mas en el sistema hibrido cuadrupolo-trampa
de iones con lo cual se pueden realizar experimentos MS/MS/MS. Lo que permite obtener
resultados cualitativos y cuantitativos en una sola corrida.
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El uso del equipo QTRAP 3200 LC/MS/MS, que ofrece el empleo de un triple cuadrupolo
con trampa de iones, proporcionando la mejor sensibilidad en la detecciébn de estos
compuestos, requiere de una minima preparacion de la muestra y ningldn tipo de
derivatizacion con resultados en menor tiempo, lo que ofrece una solucion que
proporciona la mas alta sensibilidad en el andlisis toxicoldgico.

Debido a lo anterior el cambio de ensayo de GC/MS a LC/MS/MS permite superar varios
limites de la primera técnica como son:

e La necesidad de que las muestras sean volatiles.

e La necesidad de derivatizacién para mejorar la volatilidad y la estabilidad
térmica.

e La interferencia de otras especies quimicas presentes en matrices
complejas.

La técnica de HPLC/MS nos proporciona los siguientes beneficios:

e Permite realizar andlisis con menos preparacion de la muestra.

e  Obteniendo resultados en menor tiempo.

o Constituye un método de deteccién directo para el analisis de todo tipo de
sustancias incluyendo sustancias polares y termolabiles.

e Cuenta con una amplia selectividad conferida por el poder de fragmentacion de
moléculas.

e Tiene la capacidad de deteccion de moléculas con peso molecular de 50 hasta
1700 unidades de masa atémica.

¢ Con sensibilidad de medicion en picogramos de la droga presente.
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3.6. CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE COMPUESTOS POR
HPLC/MS.

Es importante tener en cuenta que la mayoria de las veces no se sabe qué tipo de
compuesto quimico esta presente en una muestra. Sin embargo, se debe realizar los
analisis correspondientes para llegar a una evidencia clara de la presencia de un
compuesto.

Se deben establecer reglas basicas en cuanto al funcionamiento de los métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados para la validacion de la confirmacion de
drogas.

La identificaciébn de una molécula basada en su espectro de masas, se hace realizando
en una misma corrida el analisis del compuesto de referencia correspondiente o estandar,
un blanco y la muestra problema. Los cuales deben pasar a través del mismo
procedimiento analitico e instrumental, posteriormente mediante la comparacion de los
datos llegar a una conclusion de resultados.

El orden de retencion para la inyeccion en el analisis instrumental para la confirmacién de
drogas debe ser:

a) Blanco de reactivo.

b) Control negativo de orina
¢) Muestra problema

d) Control negativo de orina
e) Control positivo o estandar.

El tiempo de retencion de la muestra debe coincidir con el del estandar con una tolerancia
de mas - menos 5 segundos. El tiempo de retencién para una cromatografia de liquidos
debe ser de entre 3 a 30 minutos.

Se requiere como minimo dos iones diagnostico en cada espectro de masas (ion padre y
ion hijo).

La relacion sefial- ruido (S/N) del pico cromatografico de los iones de diagnostico debe ser
superior de 3 a 1.

El espectro obtenido de la muestra problema debe coincidir visualmente con el espectro
del estandar.
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CAPITULO 4
4.1. DESARROLLLO EXPERIMETAL.

La metodologia a seguir para la resolucién del problema fue la siguiente:

1.- Se definié que drogas y metabolitos de drogas se deseaba confirmar.

2.- Se realiz6 la investigacion bibliografica sobre cada una de las drogas que se desea
analizar:

¢ Principales metabolitos de la droga de interés.
e Peso molecular.

e Propiedades fisicas y quimicas.

e Principales transiciones Q1-Q3.

3.- Se analizaron mediante espectrometria de masas cada uno de los estandares de las
diferentes metabolitos de drogas con la finalizada de obtener los pardmetros 6ptimos para
su identificacion.

4.- Se analizaron mediante técnica de liquidos acoplado a espectrometria de masas con
la finalidad de optimizar los parametros lujo para cada uno de los estandares.

5.- se implementaron las técnicas mediante la creacibn de métodos analitico para la
deteccion de drogas de abuso en el cromatografo de liquidos acoplado a espectrometria
de masas.

6.-Se determind la linealidad del método mediante la realizacién de una curva de
calibracion.

7.- Se delimitaron los limites de deteccidn para cada uno de los metabolitos.

4.1.1. MUESTRA REQUERIDA:

20 ml de orina, en un recipiente estéril, el cual se etiqueto con nimero de control y fecha
para almacenamiento, siendo conservado en refrigeracion a 6°C, hasta realizar examen
de escrutinio de drogas. Las muestras que resultaron positivas al escrutinio de drogas se
mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su procesamiento.
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4.1.2. PROCEDIMIENTO PARA EXAMEN TOXICOLOGICO DE ESCRUTINIO EN MUESTRAS
DE ORINA

Muestra requerida.

Muestra de orina depositada en recipiente hermético seco y estéril. Se puede usar orina
de cualquier hora del dia, pero es recomendable recolectar la primera orina de la mafana.
Las muestras turbias de orina deben ser centrifugadas y filtradas para obtener una
muestra clara para la prueba.

Material.
Guantes latex desechables

Cronometro

Reactivos.

Tarjetas inmunoenzimaticas multiparametros Instant View.

Procedimiento.

Nota: La tarjetas inmunoenzimaticas y muestras de orina deben estar a temperatura
ambiente (15 a 30 °C) para su procesamiento.

Todas las muestras deben ser consideradas peligrosas y deben ser manejadas como
productos biolégicamente infecciosos

Se utiliza una placa Inmunoenzimatica, para cada una de las muestras de orina en
estudio.

Se rotula la placa en los espacios correspondientes con el nimero de identificacion, estes
datos deben ser tomados directamente del recipiente que contiene la muestra en proceso
de andlisis.

Se procede a destapar la muestra y a retirar la cubierta protectora de las puntas
absorbentes de la placa inmunoenzimatica.

Posteriormente se sumerge la placa inmunoenzimatica en la orina hasta la marca indicada
en el extremo donde se encuentran las puntas absorbentes y se mantiene sumergida
hasta que se observa un color rosa/purpura migrar por la punta absorbente
(aproximadamente 10 a 15 segundos).
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Se retira la placa inmunoenzimatica de la orina y se le coloca nuevamente la tapa en el
extremo donde se encuentran las puntas absorbentes, colocar la placa sobre una
superficie seca, plana y horizontal.

Se activa el cronometro y se observa el desarrollo de la prueba.

El resultado debera observarse transcurridos cuatro minutos. No.15 se deben interpretar
resultados después de siete minutos de realizada la prueba.

-
DTS b,

Figura no. 15 Prueba inmuno enzimaticas para deteccion de drogas.

Interpretacién de Resultados.

Negativo: Las dos lineas de color aparecen en la zona de lectura de la placa
inmunoenzimatica. (Adyacentes, a la letra "C" y "T" por debajo del nombre de cada
droga). La letra "C" muestra el area de control de calidad de la placa siempre debe de
marcarse una linea de color lo que indica que la prueba se desarroll6 correctamente. La
letra "T" corresponde al &rea del examen problema.

Positivo: Una linea de color aparece en la region del control "C. pero no aparece ninguna
linea de color en la region "T", esto indica un resultado positivo y que la concentracion de
la droga esta por encima de los valores detectables.
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4.1.3. PROCEDIMIENTO PARA EXAMEN TOXICOLOGICO MEDIANTE
HPLC/MS EN MUESTRAS DE ORINA

EQUIPO EMPLEADO:

MATERIAL:

REACTIVOS:

HPLC/MS

Cromatografo: Shimadzu Prominence

Espectrometro: AB SCIEX LC /MS/MS 3200 Q TRAP
Generadador de gases: Peak Cientifica
Microcentrifuga: Eppendorf centrifuge 5417R
Vortex-Geniez, Daigger

Micropipetas : Eppendorf

Barfio ultrasénico, Branson 3510

Balanza granataria, Ohaus.

Refrigerador 2 a 8 °C.

Congelador -20 a 0°C.

Tubos para micro centrifuga graduados de 1,7 ml Eppendorf.

Viales de cristal con tapa para cromatografia de 1.5 ml Shimadzu.

Puntas para micro pipeta de: 10, 100, 200, 1000 pl.
Guantes de nitrilo, libres de talco.

Columna Allure propyl, Restek. 50 x 2.1 mm, 5.0 pm, 60A.
Precolumna Allure pfp propyl, Restek, 10 x 2.1 mm.

Acetonitrilo grado HLPC Fermont.

Acido Férmico 95% Fermont

Agua grado HPLC Fermont.

Formato de amonio Aldrich.

Metanol grado HPLC Fermont.

Cocaina solucion estandar Lipomed.
Benzoilecgonina solucion estandar Lipomed.
Ecgoninametilester solucion estandar Lipomed.
Anfetaminas solucion estandar Lipomed.
Metanfetamina solucion estandar Lipomed.
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e Oxazepam solucién estandar Lipomed.

e Lorazepam solucion estandar Lipomed.

e Alprazolam solucion estandar Lipomed.

e Temazepam solucion estandar Lipomed.

¢ Morfina 3 beta glucoronidasa solucién estandar Lipomed.
¢ Diacetil morfina solucién estandar Lipomed.

PREPARACION DE LAS FASES MOVILES:

Preparacion de Formato de Amonio 1M.
Disolver 63 gramos de Formato de Amonio en 1 litro de agua grado HPLC.

Preparacion de la fase mévil A.

2 ml de Formato de Amonio 1M.
Adicionar 2 ml de Acido Formico.
Aforar a 1000 ml con agua grado HPLC

Preparacion de la fase movil B.

2 ml de Formato de Amonio 1M.

Adicionar 2 ml de Acido Férmico.

Aforar a 1000 ml con Acetonitrilo grado HPLC.

Preparacion del estandar:

Partiendo de un estandar con una concentracion de 1 mg por ml.

Preparar un estandar de 1000ng por ml. (Pipetear 1 pL disolver en 1000 pL de
metanol)

Pipetear 150 pL de la solucién estandar preparada anteriormente.

Disolver en 750 pL de agua grado HPLC

4.1.4. PROCEDIMIENTO PARA OPTIMIZAR PARAMETROS DEPENDIENTES
DEL COMPUESTO EN EL ESPECTROMETRO DE MASAS.

Se realiza para cada estandar realizando la inyeccion directa en el espectrémetro
de masas.

Crear un nuevo proyecto: En el menu principal seleccionar tools, Project, create
Project.

Seleccionar manual Tuning.
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realizar.

Pulsar el icono scan type para seleccionar el tipo de escaneo que se desea

Escaneo Q1 Ms Q1: se utiliza para hacer un barrido de la muestra, blanco y fases moviles

y conocer el contenido de estas.

e Este escaneo se hace con inyeccion de la muestra ajustando a 10 ul/min.

Con un diametro de 4.6 milimetros.
e Se selecciona el rango de masas que se desea analizar que va desde 0 a

1700 uma. Cada 3 segundos, por un periodo de 5 minutos.
¢ Verificar que inicie la jeringa de inyeccién, pulsar star.
e masalcarga que se va a analizar (presencia de aductos los mas frecuentes

Na y H,0).

En la figura no. 16 Se puede observar el escaneo Q1 Ms Q1 para el estandar de cocaina
caracterizado por la presencia de la sefal
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Figura no.16 escaneo Q1 Ms Q1 para Cocaina.

Escaneo Q1 Multiple lon (Q1 MS): Se utiliza para optimizar los parametros dependientes
del analito, el equipo se ajusta para detectar solo las masas de interés.

milisegundos

e Seleccionar polaridad negativa o positiva de acuerdo al analito.

e Presionar start.

HPLC/MS

Escribir en Q1 la masa que se desea analizar, con un tiempo de 200

Pagina 56



e Optimizar los voltajes de energia de entrada y salida. Para lo cual es
necesario realizar un rampeo automatico de dichos valores, para que el
equipo detecte los valores més adecuados para los distintos analitos.

e Pulsar edit ramp y seleccionar declustering potencial (DP) igual para

entrance potencial. (EP)

e Anotar los valores obtenidos para cada pardmetro en la tabla de

compound.

e \Volver a realizar el escaneo con los pardmetros optimizados ajustando el

tiempo a 5 minutos.

e Registrar las cuentas por segundo obtenidas durante el escaneo.

En la figura no. 17 se muestra el escaneo de un rampeo de DP para Cocaina, donde se
obtuvo un valor de DP igual a 50.09.

Max. 6.6e6 cps)|

W TIC of +Q1 MI (1 ion): from Sampie 1 (TuneSampielD) o...
50.09
N
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i
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Figura no. 17 Rampeo de DP para Cocaina.

En la figura no. 18 se muestra el rampeo de EP para cocaina en donde se obtuvo un valor

optimo igual a 4.48

HPLC/MS
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Max. 6.5e6 cps|

| W TIC of +21 MI (1 ion): from Sample 1 (TuneSamplelD) o... Max. 6.5e6 cps] W XIC of 21 MI (1 ion): 304200 Da from Sample 1 (Tune...
448 00000 448 —
606 _— - T 6.0e6 — e
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T T T T T T T T T T T T T T T 1

Figura 18 Rampeo de EP para cocaina

En la figura no.19 se muestra la intensidad en cps igual a 6.06x10° del escaneo

multiple ion obtenido para cocaina.

Q1

Max. 6.6e6 cps|

TIC of +Q1 MI (1 ion): from Sample 1 (TuneSamplelD) o...

Max. 6.6e6 cps.
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Figura no.19 Escaneo Q1 Multiple ion para cocaina.
-
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Escaneo product ion (MS2): se utiliza para obtener el patron de fragmentacién del analito
con el fin de obtener la familia o los iones producto. Para este escaneo es necesario

utilizar diferentes energias de colision.

¢ En scan type selecciones product aion.
e Llenar la tabla Q1 con un valor de 50 y una masa por arriba del analito que
se va a fragmentar. Con un tiempo de 3 segundos. En product of escribir el
valor de la masa del analito a fragmentar.
e Observar el patron de fragmentacion obtenido y seleccionar el ion producto
gue mas convenga para el analisis. (debe ser la mitad de la masa del ion
producto y estar en una abundancia del doble que este).

En la figura no. 20 se muestra el escaneo product ion (MS2) para cocaina en donde
podemos observar las sefiales correspondientes a la fragmentacién de la molécula de
cocaina, la cual presenta la sefial mas abundante en 182.2 uma, el cual es considerado el

ion producto.

| W TIC of +MSZ (304.20): from Sample 1 (TuneSampielD) Max. 3.4e7 cps] B +MS2 (304.20): 0.251 min from Sample 1 (TuneSampl... Max. 1.1e6 cps|
1822
3.4e7 -
3.0e7 e — 1.006
@ _ 2 8.00eS 821
5 20eT{ _— = 6.00e5 105.0
g 1.0e7 § 4005 150.2
£ 1= £ 1.1 1182 9
2.00e5
AN ] 1342 SGfZ
- 0.00 Ph—rtia et ] T , T ; ]
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 50 100 150 200 250 300 350 400¢
CE, Volts miz, Da
T T T T T T T T T T T T T T !
. . .
Figura no. 20 se muestra el escaneo product ion (MS2) para cocaina
. .
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Escaneo precursor ion: se utiliza para confirmar los iones precursores a partir de los
cuales provienen los iones producto del escaneo anterior.

En sacan type seleccionar precursor ion.

Llenar en Q1 con una masa mayor a la del ion producto del cual se quiere
confirmar su presencia. Y en stop una masa de 1700 uma.

Ajustar escaneo a 5 minutos y presionar star.

Verificar que en el escaneo resultante se observa el ion precursor
esperado.

En la figura no. 21 se muestra el escaneo precursor ion para cocaina en donde podemos
observar la sefial de 304.7 uma.

1.5e7

1.0e7

Intensity, cps

i
5.0e6 /

W TIC of +Prec (162.20): from Sample 1 (TuneSampieiD] Wiax 167 cps] W +Prec (1B2.20] 17 MCA scans from Sample 1 (Tunes Max 5 36 cps|

28.61 047

5.0e6
4.0e6
3.0e6
2.0e6

Intensity, cps

N 1.0e6
e = 0.0l

003

30 40 S50 60 70 B0 90 100 110 120 130 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
CE, Volts miz, Da

Figura no. 21 se muestra el escaneo precursor ion

Escaneo de pérdida neutra: se utiliza para detectar el fragmento no cargado de los iones

precursores.

HPLC/MS

En scan type seleccionar el escaneo neutral loss.

Llenar en la tabla el valor de Q1 un valor mayor a la masa de la perdida
neutra. Y stop en 1700.

En loss off escribir la masa del fragmento no cargada del precursor.
(Diferencia entre produc aion y precursor ion)

Ajustar el tiempo a una duracion de 5 minutos.

Confirmar que en el escaneo resultante se encuentra el ion precursor
esperado.
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En la figura no. 22 se observa el escaneo perdida neutra en donde se encuentra una
sefal de 122 umas correspondiente a la fraccion que se pierde en la fragmentacion.

| W TIC of +ML (122.00): from Sample 1 (TuneSamplelD) of._. Max. 4425 cps] B +ML (122.00): 100 MCA scans from Sample 1 {Tunesa... Max. 2.1e6 cps|
3q0 388 4m 5% G700 001 2066 3044
4.0e5 286 L\ MV s ) | 964 ’
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2 WAV AN I ARV WA Y sl £ 1.5e6
5 30e5q || v VA LTV e R R AW | g
2 1 L=
= PoL |2
T 20e5 g 1.0e6
i 5 3712
= 10e5 = 50es

179. l133 3
oo4 ; ; : ; ; ; ; ; , : ‘ 0.0Wabpus e ) ; , ; : ,
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Figura no. 22 se observa el escaneo pardina neutra

Escaneo multiple reaction minitoring (MRM): es el escaneo mas utilizado, se genera
cuando se detecta un ion precursor en Q1 y un ion producto en Q3. Generando lo que se
denomina una transicion, la cual es Unica y especifica para una molécula en particular.

e En scan type seleccione escaneo MRM.
e Llenar la tabla en Q1 con la relaciébn masa/carga del ion precursor y en Q3
la masa del ion producto.
¢ Durante este escaneo se optimiza la energia de colisison para la transicion
elegida, para lo cual es necesario realizar un rampeo.
e Presionar Edit Ramp y seleccione ollision energy, el tiempo se ajustara de

manera automatica. Anotar este valor en la tabla de coumpound.

e Una vez optimizados los valores de energia de colision realizar el escaneo
MSM ajustando el tiempo a 2 minutos.

HPLC/MS
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En la figura no. 23 se muestra un escaneo MRM en donde se presenta la sefial para la

transicion Q1-Q3 para cocaina

| W TIC of +MRM 1 pair): from Sample 1 (TuneSamplelD)
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Figura no. 23: Escaneo multiple reaction minitoring (MRM) para Cocaina.

4.1.5. PROCEDIMIENTO PARA OPTIMIZAR PARAMETROS DEPENDIENTES
DE FLUJO EN EL CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS.

Es necesario llevar a cabo la optimizacion de los parametros dependientes de flujo
utilizando el sistema de espectrometria de masas acoplado al cromatografo de liquidos
para lo cual se deben activar ambos sistemas.

e Se debe crear un método en donde se especifica el volumen que se hara
pasar por el HPLC, esto depende de la columna que se esta utilizando.

e Deben colocarse las fases moviles que se utilizaran en el andlisis.

e Cuando ya se tiene el flujo pasando hacia el espectrometro de masas abrir
manual tuning y trabajar con los parametros de la fuente de gas mientras
se hace un escaneo Q1 MS.

e Variar y ajustar los pardmetros en incrementos de 5 y de manera
combinada hasta lograr que la sefial sea estable.

Elaborar un método de adquisicién para HPLC.

e Seleccionar el proyecto en donde se va a trabajar.
e Abrir el hardware profile que incluye el HPLC.

e Pulsar en Build Acquisition Method.
e Establecer las condiciones par a las bombas del HPLC

HPLC/MS
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o Establecer el flujo y tiempo de corrida.

o Establecer las condiciones del inyector con las condiciones de lavado
respectivas.

e Establecer las condiciones para el horno de la columna.

e Guardar el método.

4.1.6. PROCEDIMIENTO PARA PROCESAMIENTO DE MUESTRAS POR
HPLC/MS.

Preparacion de la muestra de orina:

e 200 pL de Acetonitrilo.

Agregar 100 pL de muestra de orina.
Mezclar por 5 minutos con vortex.
Centrifugar por 10 minutos a 12,000 rpm.
Remover el sobrenadante.

Diluir con 700 pL de agua grado HPLC.

Elaborar una lista de inyeccion de muestras:

e Con el método de adquisicion creado, se deben enviar a equilibrar los
equipos 15 minutos antes.

En submenu acquire, seleccione Build Acquisition batch.

En la pestafia sample set, nombrar el set de muestras.

Presione el boton adit set

Adit simple, seleccione el nimero de muestras.

En la table, se nombran cada una de las muestras.

Para inicial la inyeccion de las muestras presione submit y star.
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CAPITULO 5.

RESULTADOS.

5.1. RESULTADOS DE LA OPTIMIZACION DE CONDICIONES DEL
ESPECTROMETRO DE MASAS.

5.1.1. OPTIMIZACION DE PARAMETROS DEPENDIENTES DE FLUJO.

Tabla no. 6 muestra los valores 6ptimos para los analitos con respecto a gas cortina, gas
de colisidn, voltaje de ionizacién, temperatura del horno, gas de la fuente de ionizacionl, y

2.

OPTOMIZACION DE PARAMETROS DE FLUJO

Analito Gas Gas de Voltaje de Temperatura Gas de Gas de
cortina colisiéon ionizaciéon del horno ionizacién ionizaciéon
1 2

Cocaina 40 Medio 5500 500 40 40
Metanfetaminas 40 Medio 4000 450 20 20
Anfetaminas 40 Medio 5500 450 20 20
THC 40 Medio 5500 500 40 40
THCCOOH 40 Medio 5500 400 20 20
Diacetilmorfina 50 Medio 5500 450 61 62
Morfina 50 Medio 5500 450 20 20
glucoronide

Alprazolam 50 Medio 5500 450 30 30
Lorazepam 40 Medio 5500 450 20 20
Oxazepam 40 Medio 4000 450 20 20
Temazepam 40 Medio 5500 450 20 30

Tabla no. 6 optimizacion de pardmetros de flujo.

HPLC/MS
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5.1.2. OPTIMIZACION DE PARAMETROS DEPENDIENTES DEL COMPUESTO.

Tabla no. 7 Valores 6ptimos para los analitos con respecto a; energia de salida, energia
de entrada, energia de colisién, energia de colision de salida.

Tabla 7. OPTOMIZACION DE PARAMETROS DE COMPUESTOS

Analito DP EP CE CXP
Cocaina 42 5.0 25 3.0
Metanfetaminas 34 4.0 27 3.0
Anfetaminas 22 6.0 24 3.4
THC 43 4.2 28 3.3
THCCOOH -58 -8.0 -32 -3.0
Diacetilmorfina 60 10 70 3.3
Morfina glucoronide 75 5.0 40 4.5
Alprazolam 63 6.0 28 4.5
Lorazepam a7 3.2 24 4.3
Oxazepam 40 4.0 30 4.0
Temazepam 40 6.0 7 4.0

Tabla no. 7 optimizacion de parametros del compuesto.
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5.2. RESULTADOS DE LOS ESPECTROS DE PRIMER ORDEN:

En la tabla no. 8 se presentan los resultados de los espectros de primer orden obtenidos
para cada analito, tanto en modo positivo, como en modo negativo de ionizacion. Asi
como los pesos moleculares y la relacion m/z encontrados para cada uno de ellos.

ESPECTROS DE PRIMER ORDEN

Estandar Formula Peso lon padre Modo de
condensada molecular  (m/z) lonizacion
(gr/mol)

Cocaina C,7H21NO, 303 304.200 Positivo
Ecgonina metil ester  C;oH;7NO3 186 200.200 Positivo
Benzoilecgonina C16H1gNO, 289 290.100 Positivo
THC C,1H3005 314 315.300 Positivo
THC COOH Co1H250, 344 343.400 Negativo
Metanfetamina CioHisN 149 150.700 Positivo
Anfetamina CgHi3N 135 136.300 Positivo
3,6 Diacetil Morfina C,1H23NOsg 369 370.165 Positivo
Morfina 3 B C3H27NOg 461 462.200 Positivo
glucoronide

Alprazolam C,7H13 CIN, 308 309.000 Positivo
Lorazepam CisHioCILN, O, 320 320.900 Positivo
Oxazepam CisH11 CIN, O, 286 287.400 Positivo
Temazapam C16H13 CIN, O, 309 301.100 Positivo

Tabla no. 8 Pesos moleculares y relacién m/z obtenida en los espectros de primer orden.

Se observa aqui que los analitos estudiados en modo de ionizacion positivo, presentan la
ganancia de una unidad de masa de proton respecto de su peso molecular, mientras que
el THCCOOH estudiado en modo de ionizacion negativo observo uno perdida de un
protdn con respecto a su peso molecular.
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RESULTADOS DE LOS ESPECTROS DE PRIMER ORDEN:

En la tabla no. 9 se presentan los resultados de los espectros de primer orden obtenidos
(ion precursor, ion producto y perdida neutra) para cada analito.

Tabla 9. ESPECTROS DE PRIMER ORDEN Y PERDIDA NEUTRA

Estandar Peso lon padre lon hijo Perdida
molecular  (m/z) (m/z) neutra
(gr/mol)
Cocaina 303 304.2 182.2 122
Ecgonina metil ester 186 200.2 182.1 18.1
Benzoilecgonina 289 290.1 168.2 121.9
THC 314 315.3 193.1 122.2
THC COOH 344 343.4 299.2 44.2
Metanfetamina 149 150.7 91.2 59.5
Anfetamina 135 136.3 91.3 45.0
3,6 Diacetil Morfina 369 370.1 286.2 83.9
Morfina 3 B 461 462.2 165.0 297.2
glucoronide
Alprazolam 308 309.0 280.9 28.1
Lorazepam 320 320.9 275.0 45.9
Oxazepam 286 287.4 241.1 46.3
Temazapam 309 301.1 255.1 46.0

Tabla No.9 relacion m/z de los espectros de primer orden (transicion Q1-Q3) y perdida
neutra.

5.3 VALIDACION DE LA METODOLOGIA PARA DETECCION DE DROGAS DE
ABUSO POR HPLC/MS.

5.3.1Determinacion de Linealidad y Sensibilidad.

Se realizan las curvas de calibracién por triplicado, a concentraciones de: 1 a 1000 ng/ml,
para cada uno de los analitos con el propésito de evaluar el comportamiento lineal de
éstas.

Los resultados Obtenidos en cuentas por segundo a las diferentes concentraciones del
estdndar de marihuana se muestran en la tabla no.10. Asi como también la figura no. 23
muestra la grafica obtenida, donde se aprecia un comportamiento lineal sin cambios
significativos en la pendiente en un rango de 1 a 1000 ng/ml.
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Tabla 10. CURVA DE CALIBRACION PARA MARIHUANA.

St de THC (ng/ml) Lectura 1l Lectura 2 Lectra 3

1 60 63 60
50 2,166 2,136 1,946
100 4,136 4,266 4,216
200 8,093 8,616 7,710
300 13,000 13,000 13,000
400 17,000 16,643 16,000
500 20,000 20,553 20,000
600 24,000 25,000 25,000
700 29,000 28,000 27,430
800 32,000 32,000 33,000
900 39,000 35,483 36,446
1000 41,000 39,066 41,000

CURVA DE CALIBRACION THC

45000
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25000
CPS
20000

=@ ectura 1

== Lectura 2
15000
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==fe=Lectra 3

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Nanogramos/ml

Figura no. 24 curva de calibracién para THC.
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a diferentes
concentraciones para marihuana.

[ W 3IC of +MAM (1 pair): 215.300/183.100 Da ID: the from Sample 1 (1 ng) of 08 MAYD 2012.wiff (Turbo Spray) Max. 80.0 cps
80 1.55
-
50
45 |
40
@ 35
: |
EE )
2
= 25 0.43
20
0.54
15
0.21 056 0881.02 75
10
~1.05 1.40. u l 2152
gl ARl A
e 11O T A
05 1.0 15 20 25 30 35 40 45
Time, min
Figura no.25 cromatograma de THC a concentracion de 1 ng/
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Figura no. 26 cromatograma de THC a concentracion de 50 ng/ml
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[ B XIC of +MRM (1 pair): 315.300/183.100 Da ID: thc from Sample 3 (100 ng) of DB MAYO 2013.wiff (Turbo Spray) Max. 41387 cps]
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Figura no. 27 cromatograma de THC a concentracion de 100 ng/ml
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Figura no. 28 cromatograma de THC a concentracion de 200 ng/ml
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T

XIC of +MRM (1 pair): 315.300/103.100 Da ID: the from Sample & (300 ng) of 08 MAYO 2013 wiff (Turbo Spray)
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Figura no.29 cromatograma de THC a concentracion de 300 ng/ml
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XIC of +MRM (1 pair): 315.300/183.100 Da ID: the from Sample 6 (400 ng) of 08 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)
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Figura no.30 cromatograma de THC a concentracion de 400 ng/ml
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Figura no.31 cromatograma de THC a concentracion de 500 ng/ml
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Figura no. 32 cromatograma de THC a concentracion de 600 ng/ml
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[ W IC of +MRM (1 pair): 315.300/183.100 Da ID: the from Sample 8 (700 ng) of 08 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)
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Figura no.33 cromatograma de THC a concentracion de 700 ng/ml

[ W XIC of +MRM (1 pair): 315.300/193.100 Da ID: the from Sample 10 (800 ng) of 0B MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)
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T
0.5 1.0 15 20 25 30 35 40
Time, min

Figura no.34 cromatograma de THC a concentracion de 800 ng/ml
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[

3.6e4

Tntensity, cps

5000.04

3.5e44

3.0e44

2 5ed44

0.0

M

XIC of +MAM (1 pair): 315.300/183.100 Da ID: the from Sample 11 (900 ng) of 0Bmayo2012 THC (3).wiff (Turbo Spray)

Max. 3.624 cps|

T
20 25 30
Time, min

3.5

4.0

4.5

Figura no. 35 cromatograma de THC a concentracion de 900 ng/ml

[

4.0ed+

3.5e44

2. 5ed44

2.0ed44

Intensity, cps

1.5e4

5000.04

0.0

1.51

!
!

XIC of +MRM (1 pair): 315.300/193.100 Da ID: the from Sample 12 (1000 ng) of 06 MAYO 2013.wiff (Turba Spray)

Max. 4. 124 cps|

T
20 25 30
Time, min

35

4.0

4.5

Figura no.36 cromatograma de THC a concentracion de 1000 ng/ml.
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Los resultados Obtenidos en cuentas por segundo a las diferentes concentraciones del estandar
de cocaina se muestran en la tabla no 11. Asi como también la figura no. 37 muestra la
grafica obtenida, donde se aprecia un comportamiento lineal sin cambios significativos en la

Pendiente en un rango de 1 a 500 ng/ml.

CURVA DE CALIBRACION PARA COCAINA.

St de Cocaina Lectura l Lectura2 Lectura3
(ng/ml)
1 6,866 7,960 5,996
50 303,096 302,290 28,4440

100 538,423 545,936 51,3426
200 947,526 956,960 91,1056
300 1,284,946 1,282,586 1,250,833
400 1,521,740 1,576,993 1,537,973
500 1,781,430 1,823,890 1,685,086
600 1,993,453 2,099,350 1,925,233
700 2,105,506 2,213,283 2,064,843
800 2,263,623 2,450,170 2,222,233
900 2,442,823 2,523,360 2,324,420
1000 2,582,290 2,718,026 2,426,540

Tabla no.11 Curva de calibracion de Cocaina.

CURVA DE CALIBRACION PARA
COCAINA
2,000,000
1,500,000 !/
CPS 1,000,000 - > ¢ Lectura 1
== ectura2
500,000 ’
/'1/ Lectura3
0 ’1 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Nanogramos/ml
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a distintas concentraciones para
cocaina.

Intansity, cps

[ B XC of +MRM (3 pairs): 200.200/182.100 Da ID: ecgonina from Sample 1 (1 ng) of 07 mayo 2013 coc (1).wiff (Turbo Spray)

BBTT
6500+

6000+
5500+
000
45004
4000
3500
3000
2500
2000+
1500
1000

500
0.12, 0.28

Max. BE.7 cps|

0.49 D50 1.05 1.201.24 141155 182 203 220232 256 .2652.8¢ 305310324348 373380 307 412425 441 466,474
T T T T T T T

T T
1.0 1.5 20 25 30 35 4.0 45
Time, min

0.5

Intensity, cps

Figura no. 38 cromatograma de cocaina a concentracién de 1 ng/ml

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 200.200/182. 100 Da ID- ecgonina from Sample 2 (50 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wiff (Turbo Spray)

2.8e54

2.5e54

24e54

23eb5+

210e5-

1.825

1625

1425

1225

1.0e5

B.0=4-

8.0=4

4024+

2024+

0.0

Max. 2760.0 cps|

Tirne, min

HPLC/MS

Figura no. 39 cromatograma de cocaina a concentracion de 50 ng/ml
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[ W XIC of +MRM (3 pairs); 200200/182. 100 Da ID- ecgonina from Sample 3 (100 ng) of 07 mayo 2013 coc (3} wiff (Turbo Spray) Max. 5250.0 cps|

5.0e5
45254
4.0e54 |
3525
3.0e5+ | |

2.5e54

Irntansty, cps

2.0=54 |
1.5e54
1.0e5+ | |

5.0e4+

0.5 1.0 1.5 20 2?5 30 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 40 cromatograma de cocaina a concentracion de 100 ng/ml

B XIC of *MEM (3 pairs): 200.200/182.100 Da ID: ecgenina from Sample 4 (200 ng) of 07 maye 2013 coc (3).wiff (Turbo Spray) Max. 1.1e4 cps|
8.0e5
8.0e5 |
T.0e54 |

8.0=5 |

5.0=5-

Intansity, cps

4.0e5
3.0e54 |
2.0e54 { |

1.0e5+

T . T
0.5 1.0 1.5 20 25 a0 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 41 cromatograma de cocaina a concentracion de 200 ng/ml
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Figura no. 42 cromatograma de cocaina a concentracion de 300 ng/ml

1.526
1.4206-
1.326
1226
1.126
1.0=6
0.0=54
8.0=54

T.0e54

Intansity, cps

6.0=5
5.0=5+
4.0=51
3.0=5
2.0=51

1.0=54
i

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 200.200/182.100 Da ID: ecgonina from Sample 6 (400 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wilf (Turbo Spray)

Max. 2.3e4 cps

0.0

T
0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0

Time, min

4.5

HPLC/MS

Figura no. 43 cromatograma de cocaina a concentracion de 400 ng/ml
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Intansity, cps

1.7e6
1.6e6
1.5e6
1426
1326
1.2e6
11284
1.0284
8.0e54
B.0e51
T.0=54
6.0e5-
5.0e54
4.0e54
3.0e54
2.0e54
1.0e54

[ W XIC of +MRM (3 pairs): 200.200/182. 100 Da ID- ecgonina from Sample 7 (500 ng) of 07 mayo 2013 coc (3)wiff (Turbo Spray)

Mazx. 2824 cps|

0.0

Intansity, cps

Figura no. 44 cromatograma de cocaina a concentracion de 500 ng/ml

1.0e8

1.8e6+

1626

1426+

1.2e6+

1.0e6+

B.0e54

8.0e5+

4.0e5-

2.0e5
K

W XIC of *MRM (3 pairs). 200.200/182.100 Da ID: ecgonina from Sample 8 (800 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wil (Turbo Spray)

Max. 3.524 cps|

0.0

0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40
Time, min

HPLC/MS

Figura no. 45 cromatograma de cocaina a concentracién de 600 ng/ml
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Irtansty, cps

2.0=64

1.8e6+

1,626+

1426+

1.2e6+

1.0e6

8.0e54

8.0e54

4.0e54

2.0e54

B XIC of +MRM (3 pairs): 200.200/182.100 Da ID: ecgonina from Sample @ (700 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wilf (Turbo Spray)

Max. 3.8e4 cps|

0.0

i -
0.5 1.0 1.5 2D 25 30 35 4.0
Time, min

45

Intensity, cps

Figura no. 46 cromatograma de cocaina a concentracion de 700 ng/ml

[

ZIC of +MRM (3 pairs): 200.200V182.100 Da ID: ecgonina from Sample 10 (800 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wiff (Tubo Spray)

2.2e64

2.0=64

1.826

1.6e6

1426

1226

1.0e6+

8.0=54

B6.0e54

4.0e54

2,025
L

Max. 4.5e4 cps|

0.0

Tirne, min

45

HPLC/MS

Figura no. 47 cromatograma de cocaina a concentracion de 800 ng/ml
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[ xIC of +MRM (3 pairs): 200.200/182. 100 Da ID: ecgonina from Sample 11 (800 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wiff (Turbo Spray) Max. 5.1e4 cps|

2.3e6
2.2l

2026+
1.8e8-] .
1,626 |
1.4e6+ |

1268 |

Intansity, cps

1.0e8-] |
| 1

8.05|

6.025

4085

2.0e5- /

0.0 r . ; FasS. i J ——

0.5 1.0 1.5 20 25 30 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 48 cromatograma de cocaina a concentracién de 900 ng/ml

[ XIC of +MRM (3 pairs ). 200.200/182. 100 Da ID: ecgonina from Sample 12 {1000 ng) of 07 mayo 2013 coc (3).wif (Turbo Spray) Max. 5.6e4 cps

2.4
i
2.2e84 [
|
2.0=84
|
1.8e6+
1.6e6
| |
1.426-

1226 |

Intansity, cps

1.06-] | |
8.025+ | |
6.025- | |
4.0e54
2.0e54
M

0.0 T T a y —

0.5 1.0 1.5 20 2?5 3.0 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 49 cromatograma de cocaina a concentracién de 1000 ng/ml
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En la tabla no. 12 Se puede observar las lecturas en cuentas por segundo obtenida de las
diferentes concentraciones del estandar de Metanfetaminas. Se observa linealidad entre 1

a 500 ng/ml.
CURVA DE CALIBRACION PARA METANFETAMINAS.
Std de Lectural Lectura 2 Lectura 3
Metanfetamina
(ng/ml)
1 563 560 476
50 17,376 15,750 12926
100 27,180 24,456 20,433
200 42,506 39,983 34,000
300 55,436 49,060 44,313
400 62,603 58,556 52,000
500 68,026 63086 58,000
600 71,243 68216 62,153
700 74,816 75,166 68,410
800 79,566 76,369 71,106
900 81,429 80,053 74,000
1000 82,476 81,223 78,000
Tabla no.12 Curva de calibracion para Metanfetamina.
CURVA DE CALIBRACION PARA
METANFETAMINAS
80000
70000
60000
50000
CPS 40000 ¢—Lectura l
30000 == ectura 2
20000 -
10000 - Lectura 3
0 It ; ; ; . . )
0 100 200 300 400 500 600
Nanogramos/ml

HPLC/MS

Figura no. 50 Curva de calibracién de metanfetaminas.
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a distintas concentraciones para
metanfetaminas.

[ XIC of +MRM (1 pair) 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 1 (1ng ) of 08 mayo 2013 met (1)wiff (Turbo Spray) Max. 563.3 cps|

1.75
550

500

450 ‘
|

400

350 |

300 ‘

Intansity, cps

250 |
200
1504 |

f
100 |

504 .‘B L0.30 0.82 .0.04 140, 181 308 4357
L u-j.\q Y LJJﬂm"W 'Eﬂii.}n :ﬂsuﬁﬂ“".w\nb"\q ﬁﬁ‘a'u,‘-‘nllﬂlm'ilﬂ "f." M"n JWHW\ML ’i-‘}.'ft* u’rw‘rym -"M".ﬁ’ud v P." Ww;'] rr" wx,gw,w rr‘\\rj Al fJ\'.'r-"["r'q\.\'*,N J ,‘,,M]M,. -l,l,‘

15 20 75 30 40
Time, min

Figura no. 51 Cromatograma para metanfetaminas a concentracién de 1 ng/ml.

[ B XIC of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 2 (50 ng) of 08 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray) Max. 1.7e4 cps|

1724

1624 r
1504
1424

1324 | |
12044 |
1.1e4-] | ‘
1.024]

0000.0-] | |
2000.0 |
7000.0-] | |

Intansy, cps

8000.0 | |
5000.0 | |
4000.0] | =
3000.0 [
2000.0 | 1

10000y j H\\

0.0 T T T T T T T T T

Time, min

Figura no. 52 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 50 ng/ml.
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W C of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 3 (100 ng) of 02 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray) Max. 2.7ed cps|
27Te4 l
2.8e44 '|

|I

24244 \

22ed4+

2044

1.824+

|
1.Ged |

1.4ed4+

Intensity, cps

1.2e4-]

1.0e4-] [
8000.0- | |
6000.0 | |

4000.0 | |

2000.04
W )

0.0 T T —" T T
08 10 15 e} 25 3.0 38 4.0 45
Time, min

Figura no. 53 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 100 ng/ml.

L XIC of +MRM (1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 4 (200 ng) of 02 mayo 2013 met {1).wiff (Turbo Spray) Max. 4.2e4 cps|

4204 175
4024 |
I
!

3524
3.0e4 | |
2524

2.0ed |

Intansity, cps

1.524 | |
1.024] | |

5000.0-] | |

0.0 T T T T T
05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5
Time, min

Figura no. 54 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 200 ng/ml.
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[ G of +MRM (1 pair): 150.700/81.200 Da ID: matanfetaminas from Sample 5 (300 ng) of 08 mayo 2013 met {1).wiff (Turbo Spray) Max. 5.524 cps|

5.5e4 I

5.0=4- |

4.5e4 |
40247 | I \
3,504 | I|
|
3.0e4 | ‘

2 5eq |

Intensity, cps

2024

|
1.5e4 | |
1.0=4 | 1

5000.0 f \
3 \

0.0 T T T T T
0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 40 4.5

Figura no. 55 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 300 ng/ml.

B G of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 8 (400 ng) of 02 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray) Max. B.324 cps|

63ed 175

6024

554 |

5024

45247

4.0=4]

3524 | ‘
|

3.0=44

Intansity, cps

2524 | |
2024] | |
1524 |

1.0=4 | |

EIJE:I.E; | \

0.0 T T T T T T T T
0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5

Figura no. 56 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 400 ng/ml.
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[ B 7iC of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 7 (500 ng) of 02 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray)

6.8e4
B.5e4
8.0e4- |
5524 |
5024 il
[
4524 |
4024 | |

3.5e4] |

Intensity, cps

3,024 |
2504 | |
2.0e44 |
1504
1.0e4 | |

5 f \
500 :I.Ei f \
! o

Max. 6.8ed cps

0.0 T T T T

T
05 1.0 1.5 20 25 3.0
Time, min

Figura no. 587Cromatograma para metanfetaminas a concentracién de 500 ng/ml.

[ XC of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 8 (800 ng) of D8 mayo 2013 met {1).wiff (Turbo Spray)

7.0e4
6.5e4-]

6.0e4] ‘
5.5ed] | | r‘,
5.0e4- ||
4524 | '
4024 [
3504 |

Irtansdy, cps

30e4] [
2524 | |
2,024 | !
1.5e4 | ",
10e4] | I'.

5000.0 | \,

Max. 7.124 cps|

0.0 T T T T T T

Figura no. 58 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 600 ng/ml.
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B XIC of +NMRM (1 pairk 150.700v81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 9 (700 ng) of 02 mayo 2013 met (1).wilf (Turbo Spray)

7504 Y
70243 |
6504 |
6.024] |
55043 | I'.
5.0e4 | |
4504 |

40247 |

3.5e4 | |

Intansdy, cps

3.0e4] |
2504 | \
2,024 | |
1524 | \
1024 | |

5 ! \
v:IE:I.Ei | N

Max. 7.5e4 cps|

0.0 T T T T

Time, min

0.5 1.0 1.5 20 2‘.5 3.0 35

Figura no. 59 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 700 ng/ml.

B XIC of +MRM (1 pair): 150.700v81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 10 (800 ng) of 08 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray)

8.0e4
7504 |
70243 |
6.524] |
6.0=4]
5524 [
5.0249 |

45249 |

4024 {

3524 [
30047 | I|
25243 | \
20e4] | |

Intansity, cps

15243 | |
1.0e4] | |
i

5000.0§ | \\w
/ e

Max. 8.0=4 cps|

0.0 T T T T T T

Time, min

Figura no. 60 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 800 ng/ml.
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[ W XIC of +MRM (1 pair): 150_700/81 200 Da ID: metanfetaminas from Sample 11 (800 ng) of 08 mayo 2013 met (1).wif (Turbo Spray)

8.0e4
7504 |
7.0e4] |
6504
6.0=4 | fl
5504 |
5.0e4 || ‘
4 524 |
404 [

Irtansity, cps

3,504 |
30247 | |
2504 | 1
204 | |
1524 l \
1.0243 |

5000.0, |

0.0 T T T

Max. 8.1e4 cps

Time, min

0.5 1.0 15 20 2‘.5 3.0 s 40 45

Figura no. 61 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 900 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 150.700V91.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 12 (1000 ng) of 08 mayo 2013 met (1).wiff (Turbo Spray)

8.0e4 ff
7524]
7.0e4] |

8.504] |
6.0e4] | |
5 5ed]

5 Ded || ‘
4504 |'
4004

Intansdy, cps

35043
30243 \

25047 |
20244 |
1524] | i
10e4] ' L

| \
5000.0y L

0.0 T T T

Max. 8.2e4 cps|

Figura no. 62 Cromatograma para metanfetaminas a concentracién de 1000 ng/ml.
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En la tabla no.13 Se puede observar las lecturas en cuentas por segundo obtenida de las
diferentes concentraciones del estandar de Anfetaminas. Se observa linealidad de 1 a 500

ng/ml.
CURVA DE CALIBRACION DE ANFETAMINAS.
Std de anfetamina  Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3
ng/ml
1,050 1440 1315
50 39,536 45,525 44,220
100 69,160 75,095 80,740
200 133,385 146,635 143,150
300 174,485 205,515 208,490
400 230,420 246,905 246,975
500 266,765 296,930 304,525
600 330,495 360,150 342,575
700 361,125 380,000 378,960
800 404,415 414,125 420,000
900 445,810 459,205 455,600
1000 500,000 490,485 498,210
Tabla no. 13 Curva de calibracién para Anfetaminas.
CURVA DE CALIBRACION PARA
ANFETAMINAS
600,000
500,000 = /g
400,000 ot
v
CPS 300,000 - B~ o—Lectura 1
200,000 s ~—Lectura 2
A
100,000 -— ~— Lectura 3
0 "V/!v T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
ng/ml
Figura no.63 Curva de calibracion de Anfetaminas.
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a distintas concentraciones para
anfetamina.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 136 200/81 300 Da ID: anfetaminas from Sample 25 (1 ) of 09 mayo 2013 anf| 1) wiff (Turbo Spray)

Max. 1315.0 cps|

1.47
1300

1200+

1100+
1000+
200+
500+
7004 '

G900

Intansty, cps

0.26 B
500+ A0

00 253,°

M MW W oo

1004
L

=]

=]

. s 10 15 35 4o 45
Tlme min

Figura no. 64 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 1 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 136.300/81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 26 (50 n) of 0B mayo 2013 anf(1).wilf (Turbo Spray) Max. 4.6e4 cps)

148
45244

4.0e44

3.5ed+
3.0=44 "

Intansity, cps

1.5244 | ‘
|

1.0s4 | '|

5000.0 | L

0.0 T T T T T
05 1.0 15 20 25 a0 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 65 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 50 ng/ml.
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[ B XIC of *MRM (1 pair): 136.200v81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 27 (100 n) of 02 mayo 2013 anf{1).wif (Turbo Spray)

1.46
B.0=44

7.504]
7.0e4] '
6.524] Pl
8.024]

5524 ‘
5024

4504 |
4024 \
3524 ‘

Intansity, cps

30244 | |
25e4] |
20e4] | [
1524 ' I
10247 ||
5000.0, ' l

Max. 8.1e4 cps|

0.0 T T T T T T T T

05 1.0 15 20 25 a0 35 4.0

4.5

Figura no. 66 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 100 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 136.300/81 300 Da ID: anfelaminas from Sample 28 (200 1) of 09 mayo 2013 anf| 1) wilf (Turbo Spray)

1.5e5

1.426
1.3254 ||
1.2e5 ‘l
1.1e54 |
1.0e5+ \
8.0=4+

8024 \

Intensity, cps

7.0e4- |
8.0e4- | i
504 |
40244 |
3.0e4- |
2.0e4- |

1.0e4g / \

Max. 1.5e5 cps|

0.0 T T T T T T T T

0.5 1.0 1.5 20 25 30 35 4.0

45

Figura no. 67 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 200 ng/ml.
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2.1e5
2.0e54

1.825+

1.6e5+

1425

1.2e54

1.0e5+

Intensity, cps

8.0=44

6.0e44

4.0e44

2,024
L

[ G of +MRM (1 pair): 136.300/81.200 Da ID: anfetaminas from Sample 28 (300 n) of D9 mayo 2013 anf{1).wiff (Turbo Spray)

1.46

Max. 2.1e5 cps|

0.0

35

4.0

45

Figura no. 68 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 300 ng/ml.

2.6e5+

24854

22e54

2.0e54

1.5e54

1.8e54

1.4e54

1.2e54

Intansity, cps

1.0e5
8.0=44
8.0=44
4.0e44

2.0e4+
L

[ "B C of +MIRM (1 pair): 136.300/81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 30 (400 n) of 09 mayo 2013 anf( 1) wiff (Turbo Spray)

Max. 2.6e5 cps|

0.0

05 1.0 1.5 20 25 3.0
Time, min

35
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Figura no. 69 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 400 ng/ml.
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[ W XIC of +MRM (1 pair): 136.300/81 300 Da ID: anfelaminas from Sample 31 (500 1) of 09 mayo 2013 anf| 1) wilf (Turbo Spray) Max. 3.185 cps

3.0e5

148
2.8e5-
2.6e5-]
2.4e5-
2.2e5-

2.0e5- J |

|

|

|

n

1.8e5

1.6e5

Intansity, cps

14254
1.2854
1.0254

8,024+ J l
6.024 [
4,024 [

20e4y | \

0.0 T T —— v T T T T T T
0.5 1.0 15 20 25 a0 35 4.0 45
Time, min

Figura no. 70 Cromatograma para anfetaminas a concentracién de 500 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 136.300/81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 32 (B00 1) of 08 mayo 2013 anf(1).wilf (Turbo Spray) Max. 3.4€5 cps]

3425

3205 m
3025 I
28¢5

2685 |
24e5]

2265 |
205 ‘
1.825+ l

1.6e5+

Intensity, cps

14254
1265 | =
1.0254
8.024-] | \
6.024-] |

4.0e4 [
204y | \

0.0 T T T T T T T
05 1.0 15 20 25 30 35 4.0 45

Figura no. 71 Cromatograma para metanfetaminas a concentracion de 600 ng/ml.
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[ XIC of +MIRM (1 pair): 136.200/81.200 Da ID: anfetaminas from Sample 33 (700 ) of 08 mayo 2013 anf( 1) wiff (Turbo Spray)

3.8e5 |

3.5e5+ ‘|

3.0e5-] |
255 | l

2.0e54 ‘

Intansity, cps

1525 | \

1.0e5-] | k

5.Ded |

Max. 3.8e5 cps|

35

4.0

45

Figura no. 72 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 700 ng/ml.

[ G of +MRM {1 pair): 136.300/81.200 Da ID: anfetaminas from Sample 34 (200 n) of D9 mayo 2013 anf{1).wiff (Turbo Spray)
42e5

40254 P

35254 |

3.0e5 |

2.5e54 ‘ |

Intansity, cps

2.0e54 ‘ ‘
1.5e5 |
1.0e5+ |

5.0e4] [

Max. 4225 cps|

05 10 15 20 75 )
Timne, min

35

40

45

Figura no. 73 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 800 ng/ml.
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[

XIC of +MRM (1 pair): 136.2000/81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 35 (200 n) of 029 mayo 2013 anf{1).wiff (Turko Spray)

48e5 148

4525 h
4.0e5 r

3.5e5 | }
3.0e5 | |

' |

2.0e54 |

Intensity, cps

1.5e5 |
1.0e5 [

5 Ded] |

Max. 4.2e5 cps|

JEE : J j i R\hh‘__

35

4.0

45

Figura no. 74 Cromatograma para anfetaminas a concentracién de 900 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 136.300/81.200 Da ID: anfetaminas from Sample 24 (1000) of 09 mayo 2013 anf(1).wiff (Turbo Spray)

5 De5 144
4.5e54
40e5] | H
3525 ‘ ‘
3.025]

‘ |
2525 | '

Intensity, cps

20e5] ‘ |
1525 J |
1.0e5]

5.0e4 | |

)
H |
/ e

0.0 T T T

Max. 5.0e5 cps|

35

4.0

45

Figura no. 75 Cromatograma para anfetaminas a concentracion de 1000 ng/ml.
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Se trabajé con Diacetilmorfina para validar el procedimiento de validacién de opiaceos.

En la tabla no.14 Se puede observar

concentraciones del estandar de Diacetilmorfna.

CURVA DE CALIBRACION DE OPIACEQOS

las lecturas obtenidas de las diferentes

St de Diacetil Lectura l Lectura 2 Lectura 3
morfina
(ng/ml)
1 255 215 195
50 6,850 7,100 7,550
100 14,000 15,000 16,000
200 30,000 29,000 33,000
300 42,000 46,000 50,390
400 58,720 60,195 69,324
500 72,880 74,495 83,552
600 90,000 91,000 100,000
700 103,725 110,000 120,000
800 120,530 130,000 130,000
900 133,960 140,000 150,000
1000 146,365 154,190 160,000

Tabla no.14 Curva de calibracién para Diacetilmorfina.

CPS

CURVA DE CALIBRACION OPIACEOS

180000
160000

140000
120000

100000
80000

60000
40000

20000 -~

(U4

200 400 600 800
Nanogramos/ml

1000

1200

== |ectura 1
== Lectura 2

Lectura 3

HPLC/MS

Figura no.76 Curva de calibracién para Diacetilmorfina.
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a distintas concentraciones para
Diacetilmorfina.

[ X of +MRM (1 pair): 370.165/16:5.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 13 (1 n) of 13 mayo 2013.wiff (Turbo Spray) Max. 215.0 cps|

215 1.88
2004
120
160+
140

1204

100+

Intansity, cps

80 '

B0+
1 245250284 277

AN

Figura no. 77 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 1 ng/ml.

0.57
40 ~0.66,0.81 1.40 149

T LY

15 20

5

Time, min

[ B XIC of *MRM {1 pairy: 370.195/165.000 Da ID: Diacetiimorfina from Sample 14 (50 n) of 13 mayo 2013.wiff (Turbo Spray) Max. 7100.0 cps|

1.88

70004
6500
G000

5500+
50004 1
4500

4000 |

3500 ‘

Irtansty, cps

20004
2500 |

20004 | |

15004 |

]

1000 |

|

5004 |
E Ik
"
20

o T T T
0.5 1.0 15

25 30 35 4.0 45

Figura no. 78 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 50 ng/ml.
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Intansity, cps

1.5e4
14244

1.3e4
1.2e4+
1124+
1.0e4+
2000.0
8000.0
7000.0
6000.0+
5000.0
4000.0
3000.0
2000.0

1:IE:I.E;

0.0

[ B XC of *MRM (1 pair): 370.185/185.000 Da ID: Diacetiimarfina from Sample 15 (100 n) of 13 mayo 2013 .wif (Turbo Spray)

Max. 1.5e4 cps|

35

4.0

45

Irtansity, cps

Figura no. 79 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracién de 100 ng/ml.

20e4
2.8e4+

26ed4+
24ed4
22244
2.0e4+
1.8e4+
1.6ed4+
1.4ed4-
1.2e44
1.0e4+
8000.0
8000.0
4000.0

EDED.EF

0.0

[ I of +MRM {1 pair): 370.165/165.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 16 (200 n) of 13 mayo 2013.wif (Turbo Spray)

188

Max. 2.8e4 cps|

T
20 25 3.0
Time, min

35

4.0

45

HPLC/MS

Figura no. 80 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 200 ng/ml.
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4 5ed+

4.0e4

3.5e4

3.0e4

2.5e4+

Intansdy, cps

2.0e44

1524

10244

5000.09
i

0.0

[ XIC of +MRM (1 pair): 370.165/165.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 17 (300 n) of 13 mayo 2013.wif (Turbo Spray)

Max. 4624 cps|

T
20 25 a0
Time, min

35

40

45

Figura no. 81 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 300 ng/ml.

6.0ed+

5.5e4-]

5.0e4

4.5ed4+

404

3.5e4

3.0e4

Irtansdy, cps

2.5e4
2.0e44
1.5e4
1.0e4

5000.0
N

0.0

[ XIC of +MRM (1 pair): 370.165/165.000 Da ID- Diacetimorfina from Sample 18 (400 n) of 13 mayo 2013 wiff (Turbo Spray)

N

Mayx. 6.0e4 cps|

2o I5 30
Time, min

35

4.0

45

Figura no. 82 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracién de 400 ng/ml.
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B XIC of +NMRM (1 pairk 370.165/185.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 19 (500 n) of 13 mayo 2013.wif (Turbo Spray) Max. 7.4e4 cps|

7424 187

7.0e4]
8.524
6.0=4
5524
5024 |

454 |

4.0=4 |

Intansdy, cps

3.5e4 |

3.0e44

2 504
2.0e4 [
1.524 |

1.0e4] | |

EZIE:I.Ei |

0.0 T T T T T
0.5 10 1.5 20 25 30 35 40 45
Time, min

Figura no. 83 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 500 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair): 370.165/165.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 1 (B00 NG} of mavD 13 2013 wiff [Turbo Spray) Max. 8.8e4 cpg

B.8e4
8.5e4

8.0e4
7.5e4 |l
7.0e4
6.504 r
6.024
5504 ‘
5.0e4 |
4504 |
4.0e4
3504 |
3.0e4 |
2504 |

2.0e4 II |
1.5e4 | |
1.0249 | |

Irntansity, cps

5000.0) J \

0.0 T T T T T
05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 45
Time, min

Figura no. 84 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 600 ng/ml.
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1.08e5

1.00e5+

0.00=4+

8.00=4+

7.00=4+
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5.00=4+

Irtansdy, cps

4.00=4+

3.00=4+

2.00=4+

1.0024
L

1.86

[ W XIC of +MRM (1 pair): 370.165/165.000 Da ID- Discetimorfina from Sample 3 (700) of maYO 13 2013 wiff (Turbo Spray)

Max. 1.1e5 cps|

0.00

T T
20 25 a0

Time, min

35

4.0

45

Figura no. 85 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracién de 700 ng/ml.
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2.0e4+

1.0e44
L
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'I

[ W XIC of +MRM (1 pair): 370.185/185.000 Da ID- Diacetimorfina from Sample # (800) of maYQ 13 2013 wiff (Turbo Spray)

Max. 1.3e5 cps|
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T
20 25 a0
Time, min

35
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45

Figura no. 86 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentraciéon de 800 ng/ml.
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1.5e5
14254

1.3e5+
1.2e5+
1.1e54
1.0e5
8.0=44
B.Ded+

T.0=44

Intansity, cps

8.0=4+
5.0e4
4.0e44
3.0e4+
2.0=44

1.394;

[ W 3IC of +MRM (1 pair); 370.165/165.000 Da ID: Diacetimorfing from Sample 5 (900) of mav0 13 2013.wiff (Turbo Spray)
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T
25 a0
Time, min

35
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Figura no. 87 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracion de 900 ng/ml.
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B XIC of +MRM (1 pairy: 370.165/1685.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample § (1000} of maYO 13 2013.wiff (Turbo Spray)
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Figura no. 88 Cromatograma para Diacetilmorfina a concentracién de 1000 ng/ml.
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Se usO el estandar de Alprazolam para validar el procedimiento de deteccion de
benzodiacepinas, en la tabla no.15 Se muestran los resultados en cuentas por segundo

de las lecturas de este metabolito a las distintas concentraciones.

CURVA DE CALIBRACION DE BENZOCIACEPINAS

Std de Alprazolam Lectural Lectura 2 Lectura 3
(ng/ml)
1 350 515 530
50 17,000 20,000 16,000
100 28,000 30,000 32,000
200 58,380 60,000 62,000
300 98,000 83,000 95,000
400 110,000 110,000 126,670
500 140,000 140,000 140,000
600 170,000 160,000 160,000
700 190,000 180,000 190,000
800 210,000 210,000 210,000
900 240,000 240,000 240,000
1000 260,000 250,000
Tabla no. 15 Curva de calibracién para Benzodiacepinas.
CURVA DE CALIBRACION PARA
ALPRAZOLAM
300000
250000 y=AN
200000 g N
CPS 150000 A — o—Lectura 1l
100000 , // ——Lectura 2
50000 |—— /"‘/- Lectura 3
Dia
O ' | T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Nanogramos/ml
Figura no. 89 Curva de deteccion para Alprazolam.
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En las siguientes figuras se muestran los cromatogramas a distintas concentraciones para
Alprazolam.

[ W 3XIC of +MRM (1 pair): 308.000/280.800 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 37 (1 NG) of 14 MAYO 2013 wilf (Turbo Spray) Max. 530.0 cps

510 1.02
500+

450
400 ‘
250
300

250+

Irtansty, cps

200+

150
1004 147181 420 2m

Mﬂw J M i IMWMN& VRl o i

1 30 a5 40 45
Tlme min

Figura no. 90 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 1 ng/ml

[ WG of +MRM (1 pair): 300.000/280.800 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 38 (50NG) of 14 MAYO 2013 wiff (Turbo Spray) Max. 1.6e4 cps

1604 1.02
1.5e44

1424 1
1.324+
1.2e4+ ’
1124+ \
1.0=4+

9000.0+ \
2000.0+

Irntansity, cps

7000.0+ ‘
000.0 1
5000.0+ |
4000.0- ‘ \
3000.0+ |
2000.0- | |
1000.0 | \

0.0 T — T T
0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45

Figura no. 91 Cromatograma para Alprazolam a concentracién de 50 ng/ml
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[ W XIC of +MRM (1 pair): 308.000/280.500 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 38 (100NG) of 14 MAYO 2013wt (Turbo Spray)
200s 1.03

3.0e4- 'll

2824

2624 \

2424 ‘

224 | N

2024

1.8=44 ‘ L

1.624 |

Intansity, cps

1.4ed | |
1204 |
1.024] ‘ \
2000.0- |
B000.0+ | |
4000.0-
2000.0§ | |

0.0 . <

Max. 3.2e4 cps|

35

4.0

4.5

Figura no. 92 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 100 ng/ml

[ W XIC of +MRM (1 pair): 300.000V280.800 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 16 (200 ng) of 14 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)

5.ges b
5.5e4] |

5024]

45049 ‘
4.0e4] | l
35244

3.0e4 ‘ |I

Irtansdy, cps

2524 ‘ I|
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b ' 1

0o . L
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T
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Time, min

35
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45

Figura no. 93 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 200 ng/ml

HPLC/MS

Pagina 105



WG of MR (1 pair | 308.000/280.800 Da 10 ALPRAZOLAM from Sample 17 (300 rg) of 14 MAYO 2073w (Turbo Spray]
0.8e4 1.01
8.0e4
8,024
7024

6.0e4+

5.0ed+ |

Irtansity, cps

4024+

3.0e44
2.0e4+ |

1.0e4+

0.0

Max. 8.8e4 cps|

20 75

Time, min

30 35 40 45

Figura no. 94 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 300 ng/ml

[ B XIC of +MIRM (1 pair): 308.000/280.600 Da ID- ALPRAZOLAN from Sample 50 (400) of 12 MAYO 2013w (Turbo Spray)
104
1.10e5-] ]
|
1.005 P
0.00e4-
8.00e4-

7.00=4+ b

6.00=4+

Intansity, cps

5.00=4+
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2.00=4+ | H
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0.00
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1.1e5 cps|

20 25

Time, min

30 35 4.0 45

Figura no. 95 Cromatograma para Alprazolam a concentracién de 400 ng/mi
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[ W XIC of +MRM (1 pair): 308.000/280.500 Da D- ALPRAZOLAM from Sample 18 (500 ng) of 14 MAYD 2013.wiff (Turbo Spray)

1.4e5 ’
1.325 \
1.225 ~
1.1e54 ‘
1.0e54 |
0.024-

8.0e4-| ‘

T.0e44
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Time, min

35
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45

Figura no. 96 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 500 ng/ml

[ W XIC of +MRM (1 pair). 308.000/280.800 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 20 (600 ng) of 14 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)
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Figura no. 97 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 600 ng/ml
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[ W XIC of +MRM (1 pair). 308.000/280.800 Da ID- ALPRAZOLAM from Sample 21 (700 ng) of 14 MAYO 2013.wif (Turbo Spray)

1.9e5

18251 i
1625 “
145
1.2254

1.0e54

Intensity, cps

8.0=44
6.0e4
4.0e44

2024 |
3 'I |

0.0
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. 1.8e5 cps|

T
20 25

Time, min

30

35 4.0 45

Figura no. 98 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 700 ng/mi

[ W XIC of +MRM (1 pair). 309 000280000 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 22 (B00 ng) of 14 MAYO 2013 wif { Turbo Spray)
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Figura no. 99 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 800 ng/ml
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[ XIC of +MRM (1 pair): 308.000/280.000 Da D: ALPRAZOLAM from Sample 23 (500 ng) of 14 MAYO 2013.wif (Turbo Spray)

Max. 2425 cps|
24eb 1.02

2.2e54
2.0e54 | ||
1.8e5+

16254 ‘
1425+
‘ |
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Intensty, cps
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8.024 | 1
4.0ed | \
2.0e4- |

N | \
0.0 T /

T T
20 25 3.0 35 40 45
Time, min

Figura no. 100 Cromatograma para Alprazolam a concentracion de 900 ng/ml

[ XIC of +MRM (1 pair): 308.000/280.500 Da ID- ALPRAZOLAM from Sample 24 (1000 ng) of 18 MAYO 2013 wiff (Turbo Spray) Max. 2.6e5 cps
1.03
2625

|
245
2.2e5
2.0e5 ‘ l|
1.825 \
1.625 |

1.4254 |

Intansity, cps

| |
1225 !
105+ | ﬂ
8024 | |
8024 | |

4004 [

20244 | |
L

0.0 . £

T
30 35 4.0 4.5

Figura no. 101 Cromatograma para Alprazolam a concentracién de 1000 ng/ml
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5.3.2 Limites de deteccion y cuantificacion.

Para la obtencion de los limites de deteccion se trabajé con concentraciones de los
estandares de drogas que se encuentran en la parte inferior del rango lineal de la curva
de calibracion esto es por debajo de 1 ng/ml, para lo cual se prepararon soluciones de 1 a
30 picogramos por mililitro para los metabolitos de Cocaina, los resultados obtenidos se

muestran en la tabla no.16.

LIMITE DE DETECCION DE COCAINA.

Estandar de Lectura 1l Lectura 2 Lectura 3

Cocaina

(pg/ml)
1 75 75 70
5 270 300 270
10 580 597 517
20 1,090 1,173 1,100
30 1,600 1,650 1,450

Tabla no.16 Se observa los limites de deteccion para los metabolitos de Cocaina.

En la figura no. 102 de puede observar el pico minima detectable para cocaina con una

relacion sefial ruido menor de 3.

[ W XIC of +MRM (2 pairs): 200 200/182. 100 Da ID- ecgonina from Sample 7 (COGAINA 1 PG 3) of 21 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray)

759
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B0
554

S5/N=0.6

Max. 30.0 cps|
|

|
|
|

Intensity, cps
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25: -3.13 2?9 218 i ‘ -1.53 \ | -0.5;-3.45 ' e EI2&0.32I0.40 0.55 aazcee Ii] " ?1‘-52
2l “H i |“| il 'u ”” - T il I | m/h i |4 I ‘H | 1 f}ﬂ'm.
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g \ I|'.’||_. | |'P.' |”,|J£ |.I||| ’1\ | LJ ﬁ»' y i || !
:-m M y J“\kif r'#; f* ﬁ L:('J'. “n.q jl WT i W*'&l L w w; iAW :lf ;ﬂﬂ ﬂith', 1 h H “
Figura no.102 Cromatograma de Cocaina 1 pg/ml
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En la figura no. 103 se observa el cromatograma para la concentracion de 5 pg/ml de
cocaina cumpliendo la relacién sefial ruido igual 0 mayor a 3 por lo que se considera el
limite de deteccion para cocaina.

[ W XIC of +MRM (3 pairs ). 200.200/182. 100 Da ID: ecgonina from Sample & (COCAINA 5 PG 1) of 21 MAYO 2013 wiff (Turbo Spray) Max. 36.7 cps)
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Figura no.103 Cromatograma de Cocaina 5 pg/ml.

B C of +MRM (3 pairs): 200.200/182.100 Da ID: ecgonina from Sample 2 (COC 10 PG 1) of 21 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray) Maze 30.0 cps
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Figura no.104 Cromatograma de Cocaina 10 pg/ml.
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Max 43.3 cps

[ W X of +MRM (3 pairs): 200.200V182.100 Da ID: ecgonina from Sample 11 (COCAINA 20 PG 1) of 21 MAYO 201 2.wiff (Turbo Spray)
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Figura no.105 Cromatograma de Cocaina 20 pg/ml.

Mazx. 40.0 cps|

[ XIC of +MRM (3 pairs): 200.200v182.100 Da ID: ecgonina from Sample 14 (COCAINA 30 PG 1) of 21 MAYO 2013.wi (Turbo Spray)
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Figura no.106 Cromatograma de Cocaina 30 pg/ml
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Para encontrar el limite de deteccion de Marihuana se uso6 el estandar de THC, se
hicieron lecturas a concentraciones de: 1, 50,100 y 200 ng/ml con los siguientes

resultados.
LIMITES DE DETECCION DE MARIHUANA.
Estandar de THC Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3
(ng/ml)
1 60 63 60
50 2,166 2,136 1,946
100 4,136 4,266 4,216
200 8,093 8,616 7,710

Tabla no.17 limites de deteccion para Marihuana.

En la figura no. 107 se muestra el pico cromatogréafico para Marihuana a concentracion de
1 ng/ ml, con una relaciéon sefal ruido igual a 3 por lo que se define como el limite de

deteccién para marihuana 1 ng/ml.

[ W XIC of +MRM (1 pair). 315.200/103. 100 Da ID: the from Sample 1 (1 ng) of OB MAYO 2012.wet (Turbe Spray)
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Figura no.107 Cromatograma de THC 1 ng/ml.

HPLC/MS

Pagina 113




2137
20004

1800+

1800

1400+

12004

1000+

Intenaty, cps

8O0

G00

400

200
M

o

[ XIC of +MRM (1 pairy 315.300/183.100 Da ID: th from Sample 2 (50 ng) of 08 MAYQ 2013 THC (2} wiff (Turba Spray)

1.58

Max. 2136.7 cps|

05 1.0 1.5 20 25 3D 35 40
Time, min

Figura no.108 Cromatograma de THC 50 ng/ml.
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Figura no.109 Cromatograma de THC 100 ng/ml.
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W 3G of +MRM (1 pair): 315.300V193. 100 Da ID: the from Sample 4 (200 ng) of 06 MAYO 2013 THC (2).wiff (Turbo Spray) Max. BE16.7 cps|
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Figura no.110 Cromatograma de THC 200 ng/ml.

Para encontrar los limites de deteccion de Metanfetaminas se realizaron lecturas a
concentracion de: 100, 150, 200 y 300 pg/ml. En la tabla nol6. Se muestran las lecturas
obtenidas.

LIMITE DE DETECCION DE METANFETAMINA.

Estandar de Lectura 1l Lectura 2 Lectura 3

Metanfetaminas

(pg/ml)
100 110 113 130
150 160 166 166
200 170 173 173
300 266 253 266

Tabla no.18 Limite de deteccién para Metanfetaminas.
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[ G of +MRM {1 pair): 150.700v81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 2 (MET 100 PG) of 22 MAYO 2013 wiff (Turbo Spray)
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Figura no.111 Cromatograma de Metanfetamina 100 pg/ml.

XIC of +MRM (1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 5 (LDMETA 150 PG 1) of 22 MAYO 20 13.wiff (Turbo Spray...
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Figura no.112 Cromatograma de Metanfetamina 150 Pg/ml.
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Figura no.113 Cromatograma de Metanfetamina 200 Pg/ml.

En la figura no. 114 se observa el cromatograma con el pico de deteccion para metanfetaminas
con el valor sefal ruido igual a 3 por lo que se considera el limite de deteccion para
metanfetaminas.

[ G of +MRM {1 pair): 150.700/81.200 Da ID: metanfetaminas from Sample 11 (LD META 300PG 1) of 22 MAYO 201 2.wiff (Turbo Spra... Max. 266.7 cps|
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Figura no.114 Cromatograma de Metanfetamina 300 Pg/ml.
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Para los limites de deteccién de anfetaminas se hicieron lecturas a concentraciones de;:

100,250, 5000 y 1000 pg/ml los resultados se muestran en la tabla no17.

LIMITE DE DETECCION DE ANFETAMINAS.

Irtansity, cps

Estandar de Lectural Lectura 2 Lectura 3

Anfetaminas

(pg/ml)
100 ND ND ND
250 230 240 220
500 510 510 470
1000 1,010 1,050 1,351

Tabla no.19 Limite de deteccién para Anfetaminas.
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Figura no.115 cromatograma de Anfetamina a 250pg/ml
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En la figura no. 116 se observa el limite de deteccion para Anfetamina 500 pg/ml.

B XC of +MRM (1 pair): 136.300v81.300 Da ID: anfetaminas from Sample 2 (LD ANF 500 PG 1) of 22 MAYO 2013.wiff (Turbo Spray) Ma:x. 510.0 cps|
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Figura no. 116 cromatograma de Anfetamina a 500 pg/ml.

Para encontrar el limite de deteccién de opidceos se realizaron diluciones del metabolito
Diacetilmorfina a concentraciones de: 100, 250,500 y 750 pg/ml.

LIMITE DE DETECCION PARA DIACETILMORFINA.

Estandar de Lectural Lectura 2 Lectura 3
Diacetil morfina CPS CPS CPS
(pg/ml)
100 ND ND ND
250 45 45 45
500 95 90 95
750 115 130 130

Tabla no.20 Limite de deteccion para Diacetilmorfina.
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Figura no. 117 cromatograma para Diacetilmorfina 100 pg/ml.

En la figura no. 119 se observa el limite de deteccién de Diacetilmorfina igual a 250 pg/ml.

[ B XIC of *MRM (1 pair): 370.165/165.000 Da ID: Diacetimarfina from Sample 10 (LD DM 250 PG) of 23 mayo 20 13.wiff (Turbo Spray) Mazx. 60.0 cps
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Figura no. 118 cromatograma para Diacetilmorfina 250 pg/ml.
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[ W XIC of +MRM (1 pair) 370.165/165.000 Dia ID: Diacetimorfina from Sample 14 (LD DM 500 2) of 23 mayo 2013.wiff (Turbo Spray) Maz 80.0 cps|
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Figura no. 119 cromatograma para Diacetilmorfina 500 pg/ml

[ W 3C of +MRM (1 pair): 370.165/185.000 Da ID: Diacetimorfina from Sample 8 (LD DM 750 PG} of 23 mayo 2013 wiff (Turbo Spray) Max. 165.0 cps|
302

180
150
140
130
120
110
100
20
20
70

80

50

Intansity, cps

407 2,85,

] 318

207 280, p 3.34 3.40 4.12
0.10 119 280, 277 )' 424 444 450463 408

oI K 1B L 0 | l T L I L TV l 11 l LB |IJ| I.'iJIH”U I 'I |

05 1.0 15 4.0 45

20 25 30 35
Time, min

Figura no. 120 cromatograma para Diacetilmorfina 750 pg/ml.

Para encontrar los limites de deteccion de Benzodiacepinas se trabaj6 con el estandar de
Alprazolam a concentraciones de 50,100,500 y 1000 pg/ml
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LIMITE DE DETECCION DE ALPRAZOLAM

Estandar de Lectural Lectura 2 Lectura 3
Alprazolam (pg/ml) cps cps cps

50 ND ND ND

100 50 50 50

500 235 235 230

1000 420 400 418

Tabla no.21 Limite de deteccion para Alprazolam.

[ W 3IC of +MIRM (1 pair): 309 000/280.600 Da ID: ALPRAZOLAM from Sample 4 (ALF 50 PG) of 10 abril 2013.wiff (Turbo Spray) Masc 10.0 cps]
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Figura no.121 Cromatograma para Alprazolam a 50 pg/ml
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[ W IC of +MIRM (1 pair|: 308.000/280.800 Da I ALPRAZOLAM from Sampie 3 (ALF 100 FG) of 10 abril 2012.wiff (Turbo Spray) Max. 50.0 cps
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Figura no. 122 cromatograma para Alprazolam a 100 pg/ml.
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Figura no. 123 cromatograma para Alprazolam a 500 pg/ml.
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CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que:

e Las transiciones Q1-Q3, asi como cada uno de los parametros de voltaje y las
energias de colisibn optimizadas son adecuadas para la determinacion de
cocaina, anfetaminas, metanfetaminas, opidceos, marihuana y benzodiacepinas.

e En general se encontr6 que el método para cada uno delos metabolitos de
drogas se mantiene lineal en el rango de 1 a 1000 ng/ml

e Ellimite de deteccion para marihuana encontrado fue de 1 ng/ml:

e Ellimite de deteccion para: Cocaina, metanfetaminas, anfetaminas, opiaceos y
benzodiacepinas encontrado fueron a concentraciones de pico gramos.

e Se probé qué, mediante la aplicacion del método de HPLC/MS se reduce
significativamente el limite de deteccion, por lo cual se trata de una técnica
altamente sensible apropiada para realizar pruebas confirmatorias para drogas de
abuso.
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