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Introduccion

La cocaina es uno de los estimulantes mas utilizados alrededor del mundo. Fue
purificada por primera vez en 1860 por un cientifico aleman llamado Albert
Niemann de la planta Erythroxylum coca, basado en sus estudios de los
indigenas locales que la mascaban para trabajar mas y durante periodos mas
largos de tiempo. Después de su purificacion comenzo a utilizarse como
ingrediente para diferentes bebidas como Vin Marian (un vino que contenia
6 mg/oz de cocaina) y la coca-cola (que contenia una mezcla de cocaina y
cafeina). En los afos 80, también comenzd a utilizarse en la medicina
terapéutica gracias a los estudios de farmacocinética publicados afos antes, al
mismo tiempo que comenzaba a ser utilizada como droga de abuso. (Bortolotti
etal. 2012)

Durante el afo 2012, se estimd que 324 millones de personas en el mundo, de
una edad entre 15 y 64 afios usan o han usado drogas, lo que corresponde
aproximadamente al 7% de la poblacién total. (D’Avila, Limberger, et al. 2016).
Uno de cada diez usuarios de drogas es un consumidor que sufre trastornos
graves, lo que supone un trabajo pesado para los sistemas de salud publica en
lo que respecta a la prevencidon, el tratamiento y la atencién de estos.
Unicamente uno de cada seis consumidores en el mundo tiene acceso a
tratamiento, dado que en muchos paises hay un déficit considerable en la
prestacion de los servicios de salubridad.(UNODC 2012)

El desarrollo y validacion de métodos analiticos que permitan evidenciar las
drogas de abuso en matrices biolégicas es muy importante en toxicologia
forense y clinica, permitiendo el monitoreo y la direccion de las acciones que
deben ser tomadas por las politicas publicas contra el uso de drogas y el
tratamiento mas apropiado para pacientes y usuarios. La deteccion de estas
drogas por el analisis de muestras de plasma, orina, cabello, meconio, leche
materna y otros, pueden ser usadas para detectar y cuantificar sustancias
especificas y/o sus productos de biotransformacién. (D’Avila, Limberger, et al.
2016)

Hoy en dia existen diversas técnicas analiticas aplicadas al control de abuso de

drogas en muestras bioldgicas; hay reportes que indican que la cocaina puede
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ser detectada individual o simultineamente con otras drogas en un amplio
rango de matrices. Para identificar y cuantificar estas drogas, los analisis
requieren metodologias caracterizadas por su amplia aplicacion y alta
especificidad. Existen muchas situaciones legales (violaciones, robos,
accidentes de trabajo, trafico de drogas, etc.) en donde los resultados de los
analisis toxicologicos son determinantes, por lo que su deteccién debe ser

objetiva y confiable. (Janicka et al. 2010)

Aquellos métodos que utilizan espectrometria de masas como sistema de
deteccidn son los que se usan principalmente en laboratorios para analisis de
rutina desde hace varios afos, pero existen nuevas tecnologias emergentes
que mejoran su eficacia y otras que tienen una mayor selectividad y
especificidad hacia las drogas y sus nuevos usos. Estos métodos permiten
diferentes enfoques que pueden servir de ayuda a los encargados de llevar a
cabo los analisis para elegir el mas adecuado de acuerdo a la muestra que se
tenga disponible y proporcionar datos especificos para los objetivos que se
persiguen, dejando margen también para la adaptacidn al nivel de complejidad
de los laboratorios. (UNODC 2012)



Objetivo General

Realizar una revision bibliografica de los procedimientos para la identificacion y
cualificacion de cocaina en los métodos analiticos que han sido utilizados y

desarrollados durante los ultimos siete afios (2011-2018)

Objetivo particular

Plantear un protocolo de validacion adecuado a las necesidades del laboratorio
de la Licenciatura en Ciencia Forense, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autbnoma de México; para la determinacion de cocaina

en matrices bioldgicas

Metodologia

Se obtuvieron 174 articulos en total de los ultimos 7 afos (enero 2011-abril
2018) partiendo de la busqueda en bases de datos como PubMed, Science
Research, Springer Link y Elsevier. Se organizaron los datos en una base de
datos que permite comparar los métodos reportados por los autores en sus
respectivas publicaciones; la base concentra datos como: método de
preparacion de las muestras, método analitico utilizado, limites de deteccion y
cuantificacion obtenido, asi como las modificaciones realizadas a los métodos
tradicionales para mejorar la deteccion de la droga en diversas matrices

bioldgicas.



1. Protocolo de validacion

Para poder estandarizar los procesos analiticos basicos que se tienen que
realizar en cada laboratorio, se publicaron “Los lineamientos del Laboratorio de
Toxicologia Forense” (The Forensic Toxicology Laboratory Guidelines) en 1991
y cuya ultima actualizacion, data del 2006. En dicho documento se establecen
los lineamientos especificos para la practica de la toxicologia forense que
sirven como una guia para la autoevaluacion del laboratorio. Incluye las
definciiones del personal que trabaja, desde el director hasta los investigadores
y los técnicos, las especificaciones en el etiquetado de muestras y su manejo,
la cadena de custodia de las muestras y los procedimientos analiticos, que es

lo que nos ocupa en este trabajo.

Cuando un laboratorio es requerido para determinar la presencia de drogas en
muestra biolégicas, se emplean pruebas screening como las inmunologicas,
aunque siempre se debe especificar en el reporte que la prueba solo tiene una
sensibilidad aproximada, esto es, que solo son cualitativas y no cuantitativas.
Por ello, sirven como base para otras pruebas confirmativas, en donde se

recomienda el uso de la espectrometria de masas.

El laboratorio debe contar con un manual de procedimientos estandar (SOP,
Standard Operating Procedures por sus siglas en inglés), que debe estar
disponible para todo el personal e incluir descripciones detalladas de los
procedimientos para la recepcion de muestras, cadena de custodia, analisis,
aseguramiento de la calidad, control de calidad, revisién de datos y la forma de
reportar estos datos. . De igual manera, debe incluir procedimientos
administrativos asi como los métodos analiticos que deben ser revisados y

aprobados por el director y el personal responsable.
Cada procedimiento analitico debe incluir

a)
b)
c) detalles del procedimiento analitico
d)

Teoria o principio del método a realizar

instrucciones de preparacion para los reactivos

instrucciones para la preparacion de los calibradores y controles



e) informacion especial para el manejo y seguridad de reactivos que lo
requieran

f) parametros de validacion

g) criterios para la aceptacion o rechazo de los controles de calidad, y

h) referencias

Este manual debe ser constantemente revisado y actualizado cada vez que se
implementen nuevos cambios o0 se afadan reactivos diferentes al
procedimiento. (SOFT / AAFS 2006)



2. Cocaina

La cocaina es un estimulante altamente adictivo presente en la naturaleza
como un alcaloide de la planta de coca (Erythroxylon coca o Erythroxylon
novogranatense). Tradicionalmente, las hojas de coca se mastican o se toman
como infusién a modo de té. Debido a su alto potencial para el abuso y
dependencia, la hoja de coca y la cocaina se sometieron a fiscalizacion
internacional; no obstante, en algunos paises como Reino Unido sigue teniendo
usos medicos legitimos, por ejemplo, como anestésico local empleado en

cirugia ocular, del oido y de garganta. (UNODC 2012)

Las dos formas principales en que se presenta la cocaina son la sal soluble en
agua (clorhidrato) que puede aspirarse o inyectarse, y la base insoluble en
agua, también conocida como crack, que se consume principalmente fumada.
La mayoria de las veces se presenta como un polvo cristalino blanco o blanco
apagado, a menudo fino y raramente humedo. La adulteracion no es
desconocida, en el caso del material de trafico internacional, la pureza llega a
ser a menudo del 80 al 90% (como clorhidrato de cocaina). Sin embargo, en el
caso de trafico dentro de un pais, la pureza es de aproximadamente 30%
usando adulterantes como el levamisol, lidocaina, cafeina o azucares como
manitol, lactosa o glucosa. (UNODC 2012)

2.1 Propiedades fisicas y quimicas

Fig.1. Estructura de la molécula de cocaina



Formula C17H21NO4

Nombres [1R-(exo0,ex0)]-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-
azabiciclo[3,2,1]octano-2-éster metilico del acido

carboxilico

3B-hidroxi-1aH,5aH-tropano-2p3-benzoato del éster

metilico del acido carboxilico

[-cocaina

B-cocaina

Benzoilmetilecgonina

Peso Molecular | 303,4 g/mol (base), 339,8 (clorhidrato)

Punto de fusién | 98 °C (base), 195 °C (clorhidrato)

pKb 5.59
pKa 8.61
logKow 2.30

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de la cocaina. (National Library of Medicine 2018)

Se caracteriza por ser una cadena alifatica de tipo abierta ramificada, con dos
cadenas cerradas y una de tipo heterociclico y la otra aromatica, con dos
grupos éster y un grupo amina de tipo terciaria que forma parte del heterociclo,

como se aprecia en la figura 1.

La estructura presenta isomeria cis y trans. El isdmero trans se distingue por el
simbolo + (dextrégira) d-cocaina y el isbmero cis por el simbolo — (levogira)

I-cocaina.

La amina terciaria actia como base, por poseer pares de electrones libres lo
que les permite reaccionar con acidos para formar sales. Es poco soluble en
agua, pero al reaccionar con acido clorhidirco (HCI) para formar el clorhidrato
de cocaina, se vuelve soluble. La tabla 2 muestra las diferencias de solubilidad

en algunos solventes en su forma base y en su forma de sal.



Solubilidades Base (g/mL) Clorhidrato (g/mL)
Agua Ligeramente soluble (1 en 600) | Soluble (1 en 0.4)
Etanol Soluble (1 en 6.5) Soluble (1 en 3.2)
Eter dietilico Soluble (1 en 3.5) Insoluble
Cloroformo Soluble (1 en 0.7) Soluble (1 en 12.5)

Tabla 2. Solubilidad de cocaina en diversos solventes (UNODC 2012)

2.2 Farmacocinética

2.2.1 Absorcion y distribucion

La cocaina es una base débil de pKa 8.6. En su forma basica, tanto en sangre
como en la forma en que llega a los pulmones por la nariz, atraviesa las
membranas celulares de forma rapida y eficaz. Entra al sistema circulatorio y
con ello al cerebro, posterior a una administracién intravenosa o pulmonar.
También puede pasar a la leche materna y atravesar la barrera placentaria

para intoxicar al feto. (Benowitz 1993)

La cantidad relativa de la droga que se absorbe a nivel sistémico depende
fundamentalmente de la via de administraciéon. Por la mucosa nasal después
de esnifar y la absorcion a través del tracto digestivo después de su
administracién oral es similar y mucho mas lenta que después de fumar o de la
administracién intravenosa. El pico plasmatico se produce normalmente a los
60 minutos después de la administracion nasal u oral, aunque como en otros
parametros cinéticos, la variabilidad es muy grande con intervalos de 30 a 120
minutos. La biodisponibilidad es de un 30-40%. (Lizasoain et al. 2002) Esto
depende de las barreras que la cocaina debe atravesar para llegar al sistema;
por ejemplo, para fumar se debe de tener en cuenta que una parte de la
cocaina puede ser destruida por pirdlisis, mientras que por via intranasal, se
debe difundir por la mucosa antes de absorberse. Esta barrera, combinada con
las propiedades vasoconstrictivas de la cocaina resulta en una tasa de
absorcion baja en comparacién con la via pulmonar. La tabla 2 muestra un

comparativo del tiempo de vida media y el tiempo de eliminacién entre las
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distintas vias de administracion. La tabla 3 muestra el tiempo de vida media y la

concentracion alcanzada por diferentes vias de administracion.

Concentracion
Via de Tiempo vida Tiempo eliminacion
o . alcanzada _ .
administracion media (min)
(ng/mL)
Intravenosa 98-349 5 min 244
Pulmonar
154-345 50 min 272
(fumada)
Intranasal 40-88 50 min 299
Oral
. 11-149 0.4 a2 horas
(masticada)

Tabla 3. Comparaciéon entre vias de administracién de cocaina (extraido de Bortolotti, et al.
1998)

La distribucidon en 6rganos después de su administracion es rapida. El volumen
de distribucién varia entre 1.5 a 2 L/Kg (Bortolotti et al. 2012)

La DLso (dosis letal media) por via endovenosa para adulto es de entre 0.5 y 1
g por toxicidad directa sobre el miocardio. La dosis de abuso promedio por via

inhalatoria o via oral se estima entre 8 y 14 mg pero puede llegar a los 200 mg.

2.2.2 Metabolismo

La cocaina empieza a biotransformarse en el propio plasma a través de la
enzima pseudocolinesterasa por hidrdlisis de los dos enlaces éster produciendo
ecgonina metil ester (EME), mientras que la Benzoilecgonina (BZE), el segundo
metabolito mayor de la cocaina es formado espontaneamente a pH fisioldgico.
Ambos, EME y BZE son biotransformados a ecgonina, un proceso que ocurre
espontaneamente y es dependiente de pH. Entre 1-5% se excreta por orina sin
cambios. Ninguno de los dos metabolitos posee actividad biolégica significativa
en humanos. La mayor parte de la droga es biotransformada en higado, dando
lugar a norcocaina (NCOC) que es un anestésico local mas potente y un mejor
inhibidor de la norepinefrina por N-demetilacién. Una segunda y tercer hidrdlisis

producen metabolitos menores como meta y para-hidroxi- cocaina (Bortolotti et
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al. 2012) La figura 2 muestra las estructuras quimicas de los metabolitos mas

importantes y la via de formacion.
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Fig. 2 Representacion esquematica de los principales metabolitos de la cocaina en el cuerpo

humano. (Hezinova et al. 2012)

La BZE es el metabolito que se detecta en orina. Puede ser encontrada hasta
3-4 dias después del ultimo consumo y por supuesto dependera de la cantidad

consumida y de la sensibilidad de la prueba.

Cuando la cocaina se fuma, la droga se piroliza a una serie de compuestos
quimicos dependiendo de la temperatura. El principal metabolito es la
anhidroecgonina metil ester (AEME) que es farmacoldgicamente activo en
animales, sin embargo, en humanos existen muy pocos trabajos y no se
conoce con exactitud su perfil farmacolégico, sin embargo, lo que si se sabe es
que no aparece cuando la cocaina se esnifa o se administra por via
intravenosa, por lo que su interés radica fundamentalmente en el control

urinario de consumo de cocaina.

La potenciacién de la euforia por la ingesta de etanol puede ser la base del
consumo con bebidas alcohdlicas, aunque también se ha senalado Ila
disminucion de efectos indeseados como los cuadros de migrana inducidos por
la cocaina. En estudios in vitro se ha visto que el etanol inhibe la actividad de la

metilesterasa, disminuyendo la hidrdlisis a benzoilecgonina. Es modificada por
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esterasas hepaticas a cocaetileno y se incrementa la N-demetilacion a
norcocaina. Este metabolito posee actividad farmacolégica y toxica

fundamentalmente a nivel cardiaco e incluso hepatico. (Lizasoain et al. 2002)

2.3 Farmacodinamia

La cocaina es un estimulante que conduce a la rapida acumulacion de
catecolaminas y serotonina en el cerebro mediante el bloqueo de la recaptacion
de dopamina y noradrenalina principalmente en el sistema mesocorticolimbico,
por lo que la disponibilidad de estas monoaminas aumenta significativamente
como se muestra en la figura 3. El aumento de la dopamina se asocia con los

efectos placenteros provocados por la droga. (Volkow et al. 1999a)

Durante las primeras fases de consumo, la dopamina secretada facilita el
aprendizaje relacionado con el consumo. Dosis repetidas provocan cambios
neuronales que modifican la estructura de los circuitos de recompensa que
almacenan la informacion relacionada con el consumo. Los estimulos, las
situaciones, los lugares y las emociones vinculadas a la droga quedan
grabados. (Volkow et al. 1999b)

Un primer efecto es la cardiotoxicidad, por la sostenida estimulacion de las
células post-sinapticas alfa y beta adrenérgicas, ademas de la generacién de

radicales libres de oxigeno por la autoxidacion de la noradrenalina.

Un segundo efecto de la cocaina es que disminuye o interrumpe la transmision
de neurotransmisores bloqueando el canal de sodio, como otros anestésicos
locales. En altas concentraciones (como una sobredosis) también puede
afectar el potencial de accion cardiaco, disminuyendo la conduccién vy
perjudicando la contractibilidad del corazén, lo que lleva a una arritmia y muerte

repentina. (Benowitz 1993)
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Fig.3. mecanismo de acciéon de la cocaina. La cocaina bloquea el sitio de recaptura,

imposibilitando el reciclaje y provocando una acumulacion de neurotransmisores en la sinapsis.

Tomada del National Institute of Drug Abuse (NIDA), E.U.

2.4 Toxicidad

En general, las alteraciones clinicas producidas por la cocaina se presentan en

tres fases:

Fase 1. Estimulacion inicial: las acciones primarias son como anestésicos
locales, estimulacidon del sistema nervioso central y recaptacion neuronal de
catecolaminas. Esta primera fase se presenta rapidamente (en absorcién nasal
se inicia 1-3 minutos después del contacto) y se caracteriza clinicamente por
aumento del pulso, taquicardia, aumento de presidon arterial, cefalea,
inestabilidad emocional y movimientos involuntarios (“tics”) de pequenos

musculos de la cara, y midriasis.
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Fase 2. Estimulacién avanzada. Esta fase se presenta 30-60 minutos después
del contacto con la cocaina, aumenta la taquicardia, aumenta la hipertension,
aparece dificultad respiratoria e incluso la respiracion se puede hacer irregular.
En el sistema nervioso central hay hiperquinesia, y convulsiones ténico
clénicas. Las convulsiones son un fenémeno frecuente y usualmente son cortas
y autolimitadas. También puede presentarse un coma causado por un estado
posticial, hipertermia o una hemorragia intracraneal causada por la

hipertension.

Fase 3. Depresidon. Es la fase mas severa de la intoxicacion aguda y de
acuerdo a la dosis ingerida, se puede presentar 1-2 horas después del
consumo. Esta fase se caracteriza por cianosis en el perimetro de la boca, gran
dificultad respiratoria que puede llegar a falla respiratoria, pulso filiforme o no
palpable, hiporreflexia generalizada, disminucion de funciones vitales paralisis
muscular, inconsciencia y muerte. En esta fase se presentan con frecuencia los
intentos de suicidio o suicidios francos. (Telles Mosquera & Cote Menendez
2005)

La dosis mortal de cocaina es de 1 g en inyeccion intravenosa unica. No existe
tratamiento farmacolégico especifico para la intoxicacion aguda, ya que los
signos y sintomas conductuales pueden ser totalmente diferentes a los
fisiolégicos. Debido a que las complicaciones generalmente ocurren en las
primeras horas posteriores al consumo, es importante ingresar y monitorizar al
paciente en los servicios de urgencia. Afortunadamente la vida media
plasmatica es muy corta (50 minutos) y la mayoria de los efectos adversos
graves disminuyen en las primeras horas posteriores a su uso. (Pascual et al.
2001)
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3. Deteccidén de cocaina en diferentes matrices bioldgicas

Generalmente cuando se trata de establecer la identidad de una droga
sometida a fiscalizacion contenida en un material sospechoso, el enfoque
analitico ha de ir dirigido a la determinacion de al menos dos parametros no
correlacionados, uno de los cuales debe proporcionar informacion sobre la
estructura de la sustancia quimica analizada (IR, MS o métodos en tandem
como GC-MS).

Hoy en dia existen diversas técnicas analiticas aplicadas al control de abuso de
drogas en muestras biologicas; la cocaina puede ser detectada individual o
simultdneamente con otras drogas en un amplio rango de matrices. Para
identificar y cuantificar estas drogas, los analisis en ciencia forense requieren
metodologias caracterizadas por su amplia aplicacion y alta especificidad.
Debido a las dificultades para describir la exposicién (pasada o actual) a la
cocaina, diversas matrices han sido objeto de estudio, las mas comunes son
sangre, orina, cabello, sudor, meconio, saliva, ufias, dientes, liquido amnidtico,
y organos internos. Existen muchas situaciones legales (violaciones, robos,
accidentes de transito, etc.) en donde los resultados de los analisis
toxicolégicos son determinantes, por lo que su deteccién debe ser objetiva y
confiable. (Janicka et al. 2010)

Por lo general, los andlisis de sangre se utilizan para determinar el consumo de
drogas en un corto plazo, mientras que los de orina pueden proveer
informacion de un tiempo mas prolongado, en el que las drogas ya han sido
metabolizadas y ya no estan presentes en la sangre, ademas de que usarla es
menos invasivo que realizar estudios de sangre y se tiene disponible un mayor
volumen para realizar los estudios correspondientes. De igual manera, no se
necesita una preparacion previa de la muestra tan compleja como en sangre,
razon por la cual es la matriz bioldégica mas utilizada para realizar examenes
rapidos. Sin embargo, las concentraciones encontradas en orina pueden no
corresponder con los sintomas observados ni ser relacionados con el tiempo de

consumo. (Barroso & Gallardo 2015)

El cabello es la matriz alternativa mas utilizada debido a sus ventajas sobre la

orina y la sangre: su recoleccion no es invasiva, es posible recolectar una
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muestra idéntica aun cuando haya pasado tiempo de la primer recoleccion y la
ventana de deteccion es mucho mas grande (desde semanas hasta meses)
desde el primer consumo. Sin embargo, la principal desventaja es que los
analisis tienen una mayor incidencia de ser reportados como falsos positivos
debido a la facilidad con la que se puede contaminar por la exposicién al medio
ambiente. (Barroso & Gallardo 2015)

Por otro lado, las pruebas para deteccion de drogas en saliva se han convertido
en tendencia mundial por dos razones: la toma de muestra es un método no
invasivo y se pueden llevar a cabo bajo estricta supervision para evitar su
adulteracién o sustitucion, y las concentraciones observadas en esta matriz
pueden ser correlacionadas a los niveles en sangre y plasma, y con ello a los
sintomas observados fisiolégicamente.(Barroso & Gallardo 2015) Actualmente
en el mercado se pueden encontrar almohadillas o pads absorbentes que

pueden proteger la muestra de degradacion o contaminacion.

3.1 Sangre y orina

Las concentraciones maximas venosas Yy arteriales de la cocaina dependen no
so6lo de la via de administracion, sino también de la frecuencia de estas. La
tabla 4 muestra la biodisponibilidad y el tiempo que tarda en alcanzar la
maxima concentracion plasmatica de acuerdo a la presentacion de la droga y

su via de administracion

Presentacion Via de | Concentracion | Porcentaje en | Conc. Max. en
administracion | de cocaina plasma plasma (min)

Hoja de coca Mascado, Té 0.5-1.5% 20-30 60

Clorhidrato Intranasal 12-75% 20-30 5-10

Clorhidrato Intramuscular 12-75% 100 30-45 seg

Pasta Fumada 40-85% 70-80 8-10 seg
(sulfato)

Cocaina base | Inhalada- 30-80% 70-80 8-10 seg
fumada
(alcaloide)

Tabla 4. Biodisponibilidad de cocaina de acuerdo a la via de administracion (Benowitz 1993)
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La cocaina es biotransformada por las colinesterasas plasmaticas y hepaticas a
metabolitos solubles en agua (benzoilecgonina y metilecgonina), los cuales son
eliminados en orina. La norcocaina es el unico metabolito activo conocido que
esta presente en una concentracion significativa en la sangre y puede ser
responsable de los efectos tardios de la droga, ya que realiza recirculaciéon a

través del ciclo entero-hepatico. (Jenkins & Cone 1998)

La cocaina puede ser detectada en sangre u orina solo algunas horas después
de su uso, pero sus metabolitos permanecen hasta 72 horas después de la

administracion, lo que permite realizar un analisis retrospectivo de la droga.

3.2 Cabello

El mecanismo general propuesto para la incorporaciéon de cocaina en el cabello
es el de difusion pasiva, en el que los medicamentos o drogas van de la sangre
a las células del foliculo capilar. Conforme las células mueren y dan paso a las
hebras de cabello, la droga queda atrapada en esta estructura que es muy
estable. De esta manera, la incorporacion es dependiente de la cantidad de
droga presente en el torrente sanguineo, que a su vez es directamente
proporcional a la cantidad de droga que se haya ingerido. (Henderson 1993).
La figura 4 representa en un esquema simplificado el método de difusion

propuesto para el paso de cocaina al cabello.

Este modelo sienta las bases para el analisis segmental, que consiste en tomar
fragmentos sucesivos de cabello para determinar el tiempo de uso de las
drogas. Dado que el cabello crece a un ritmo constante, la posicidén en la que
se encuentre la droga en el cabello puede ser relacionado con el tiempo de

consumo. (Henderson 1993)
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Fig. 4 Diagrama para la incorporacion de droga al cabello durante las tres fases de
crecimiento (durante la formacién, después de la formacion y después de salir de la
piel) y a partir de diferentes fuentes (sangre, secreciones glandulares, piel y

contaminacion externa). Adaptado de Henderson 1993

3.3 Saliva

Las bases débiles, como la cocaina, pueden ser detectadas en altas
concentraciones y por periodos prolongados de tiempo en saliva debido a una
trampa de iones. Dependiendo del pKa de la droga y su lipofilia, la trampa de
iones ocurre debido a la diferencia de pH entre la sangre (7.4) y la saliva (de 4
a 6). La droga libre permanece en equilibrio entre las membranas de la sangre
y la saliva. A un pH mas bajo de la saliva, las bases débiles se ionizan,

incrementando su concentracion.

Sin embargo, existen poco estudios con esta matriz debido a que, aunque los
estudios con grupos controlados (dosis controladas de cocaina) existen buenos
reportes de su deteccion, en la vida diaria las dosis usadas son mucho mas
altas y por periodos prolongados de tiempo. Debido a los efectos de la cocaina,
la boca se reseca y se concentra principalmente en plasma antes que en
saliva, por lo que se vuelve muy deficiente su deteccién en usuarios cronicos.
(Bosker & Huestis 2009)
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3.4 Otras alternativas

Cuando se habla de la exposicion humana a las drogas, también se habla de
las mejoras tecnologicas que permiten su deteccion a niveles que hace afios
eran impensables. Mientras el cabello y la orina siguen siendo analisis de rutina
en casi todos los laboratorios del mundo, varias otras matrices han sido
probadas para detectar la cocaina y sus metabolitos en la busqueda de

disminuir o simplificar riesgos y/o adulteracion o substitucion de las muestras.

Bailey (Bailey et al. 2015) y Van der Heide (van der Heide et al. 2015) realizan
un estudio en huellas de manos, la primera lo hace directamente usando
espectrometria de masas de superficie, mientras que la segunda lo utiliza para
comprobar la contaminacion sobre documentos bancarios. Beck (Beck et al.
2012) y Ellefsen (Ellefsen et al. 2014) detectan drogas en el aliento soplando
sobre una boquilla; D Avila (D’Avila, Ferreira, et al. 2016) y Joya (Joya et al.
2015) utilizan el meconio para observar el metabolismo de la cocaina y el paso
a través de la barrera placentaria al sistema del feto. Koster (Koster et al. 2014)
realiza su investigaciéon en el sudor con la ayuda de parches absorbentes.
También la leche materna ha sido probada como matriz, en el estudio de
Silveira (Silveira et al. 2016) y las ufas, como lo comprobd Sykutera (Sykutera
et al. 2014).
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4. Métodos analiticos

Un método analitico es la descripcidon de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de
un componente especifico (analito) de una muestra. Cualquier método analitico
puede estar constituido por técnicas de separaciéon, extraccién, etc. Y por
técnicas de medicion como espectrofotometria, volumetria, colorimetria,
potenciometria, etc. que permiten medir la respuesta del analito en la muestra.

A esta técnica se le denomina sistema de medicion. (Garcia et al. 2002)

Se pueden clasificar de acuerdo a diferentes criterios, como por ejemplo, por su
regulacion (Farmacopeicos o no farmacopeicos), por su aplicacion (para
producto a granel, producto terminado, muestra primaria e indicadores de
estabilidad), por la naturaleza de la respuesta analitica (fisico-quimicos o
biolégicos) o por su propdsito analitico (cuantificacion, identificacion o para

establecer la presencia del analito). (Garcia et al. 2002)

Para garantizar la calidad y fiabilidad de los resultados analiticos obtenidos en
los laboratorios, estos deben contar con metodologias analiticas escritas,
validadas y aprobadas por el responsable del laboratorio. La validacién de las
metodologias junto a otras actividades englobadas en el control del
aseguramiento de la calidad, permite demostrar a los laboratorios, en general,

que sus métodos analiticos proporcionan resultados fiables.

Validar un método consiste en verificar y documentar su validez, es decir, su
adecuacion a unos determinados requisitos, previamente establecidos por el
laboratorio para poder resolver un problema analitico particular. Todos los
meétodos analiticos deben ser validados utilizando la misma matriz en la que de
manera rutinaria se van a realizar los andlisis por ejemplo; sangre, suero,
tejidos etc. Los parametros analiticos que deben ser validados son; precision
del sistema y del método, linealidad del sistema y del método, especificidad,
exactitud, estabilidad analitica de la muestra, limite de deteccidn, limite de

cuantificacion, robustez y tolerancia.

Existen normas nacionales e internacionales que detallan los lineamientos que

se deben seguir para la validacion de un método. A nivel nacional, la NMX-EC-
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17025-IMNC-2006 establece los requisitos generales para la competencia en la
realizacion de ensayos y calibraciones, incluido el muestreo. Se aplica a todos
los laboratorios que realicen inspeccidon y certificacion de productos, o que

desarrollen nuevos métodos de investigacion.

A nivel internacional, la ISO 8402 clarifica y normaliza los términos relativos a la
calidad que sean aplicables al campo de gestién de la calidad, que es definida
como “el conjunto de caracteristicas de una entidad que le confieren la aptitud
para satisfacer las necesidades establecidas e implicitas” (Comité Técnico de
de Normalizacion Nacional de Sistemas de Gestion de la Calidad y Evaluacién
de laConformidad 2006)

4.1 Métodos de extraccion

Actualmente existen tres meétodos que son ampliamente usados en el
bioanalisis para la preparacion de muestras: precipitacion de proteinas (PPT
por sus siglas en inglés), extraccion en fase sdlida (SPE por sus siglas en

inglés) y extraccion liquido-liquido (LLE por sus siglas en inglés).

PPT es la técnica mas popular debido a su simplicidad y es usada ampliamente
en la preparacion de biofluidos como plasma, suero y sangre. En esta técnica,
un solvente organico como acetonitriio (ACN) o metanol es anadido a la
muestra. Posterior a la agitacion mediante vortex o centrifuga, el sobrenadante
puede ser inyectado directamente al analisis cromatografico o evaporado y
reconstituido con un solvente compatible con la cromatografia que ayude a

incrementar la sensibilidad.

4.1.1 Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido (LLE) puede ser utilizada para incrementar la
selectividad al aislar el analito de las interferencias de la matriz biolégica en
que se encuentre, o para mejorar la selectividad al concentrar el analito de una
muestra muy grande. Existen diferentes modalidades como la extraccién
simple, que consiste en afadir un solvente organico a la muestra, o la

extraccion multiple que puede usar el mismo solvente varias veces o diferentes
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solventes para extraer el analito de matrices muy complejas. Sin embargo,
como cualquier otra técnica manual, involucra mucho trabajo y tiempo invertido,
ademas de que muchos de los quimicos utilizados pueden ser daiinos para el

operador o para el medio ambiente, ademas de caros. (Silvestre et al. 2009)

El metanol simple o combinado con otros solventes como el acetonitrilo es el
mas usado para el tratamiento de drogas basicas como la cocaina. También se
utiliza la extraccién acida usando acido clorhidrico o buffer de fosfatos. Las
extracciones metandlicas han probado tener una alta cantidad de compuestos
que interfieren con el analisis cromatografico, mientras que las extracciones
acuosas son mas limpias; sin embargo, algunas drogas como la heroina y
algunos de sus metabolitos son faciles de hidrolizar. La principal desventaja de
las extracciones liquido-liquido es el largo tiempo que deben permanecer en
contacto la muestra con el solvente para obtener una buena recuperacion. Este
tiempo puede ser reducido ampliamente si se utiliza la sonicacién o se somete

a altas temperaturas. (Sergi et al. 2013)

4 1.2 Extraccion en fase solida

Tipicamente, un procedimiento de Extraccién en Fase Sdlida (SPE por sus
siglas en inglés) involucra un numero de pasos (acondicionamiento, carga de la
muestra y lavado — en el cual, los analitos son retenidos en el cartucho vy las
interferencias son desechadas y los analitos posteriormente son eluidos). Las
condiciones de cada paso deben ser cuidadosamente optimizadas para las
interacciones entre matriz, sorbente y analito. Los factores a optimizar incluyen
tipo de sorbente, fuerza del solvente, pH, fuerza idnica, volumen del solvente, y
el flujo. (Janicka et al. 2010)

La SPE permite aplicar un amplio espectro de cartuchos que pueden separar
los analitos de diferentes propiedades, de acidos a basicos. En la mayoria de
los casos, cartuchos de SPE de modo mezclado son usados para el analisis de
cocaina y sus metabolitos. El modo mezclado (por ejemplo C4, C8 o C18 con
silica de intercambio catiénico) reduce el efecto matriz. A comparacién de los

cartuchos fase reversa, el modo mezclado es estable a un intervalo mas amplio
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de pH y genera extractos de mayor pureza y un mejor radio de sefal. (Janicka
et al. 2010)

En general, todos los estudios involucran los pasos de acondicionamiento del
cartucho, afiadido de la muestra, elucion y lavado. Finalmente, evaporan el
residuo y lo redisuelven en la fase movil a utilizar (en el caso de la
cromatografia de liquidos) o se derivatiza (en el caso de la cromatografia de
gases). Cabe mencionar que para extraer la cocaina de las matrices se
necesitan solventes hidrofilicos polares como el metanol y acetonitrilo
principalmente, en donde la cocaina se disolvera con mayor facilidad para ser
extraida y posteriormente analizada, materiales que se encuentran muchas

veces en todos los articulos estudiados.

4.2 Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases (GC por sus siglas en inglés) es una técnica de
separacion en donde los analitos deben estar presentes en forma gaseosa. La
separacion de los componentes ocurre cuando la mezcla pasa a través de una
fase estacionaria liquida, en donde las drogas presentes se retendran en forma
individual a diferentes extensiones en la fase estacionaria. Se basa en la
volatilidad y polaridad de las moléculas y por lo tanto, la capacidad de
diferenciacién reside en esta fase. El tiempo de retencion de un componente
esta relacionado con el tiempo que tarda en alcanzar el detector desde que fue
inyectado. (Barroso & Gallardo 2015)

La GC ha sido por anos la técnica de oro para el analisis de drogas en matrices
bioldgicas por su versatilidad y bajo costo, ademas de su rapidez y sensibilidad
al analizar varias clases de compuestos usando la misma fase estacionaria y
fase movil. Sin embargo, una de sus desventajas es |la imposibilidad de analizar
compuestos termolabiles o la necesidad de derivatizacion quimica de
fracciones funcionales que involucra mucho tiempo y trabajo en el laboratorio.
(Barroso & Gallardo 2015)

Para realizar el analisis, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de

una columna cromatografica, esto implica que la muestra debe ser volatil y
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térmicamente estable. La elucién se produce por el flujo de un gas inerte como
He, N2, H2, aunque de acuerdo con el tipo de detector es necesario emplear

otro tipo de gas.

Existen dos tipos: Cromatografia de gas sélido (CGS) y Cromatografia de gas
liquido (CGL). La CGL es la mas comun, se utiliza como fase estacionaria un
liguido inmovilizado sobre un soporte sdlido inerte, esta fase debe ser estable y
no volatil a las temperaturas empleadas en el analisis y de naturaleza similar a
las muestras que se desea separar en ella. La aplicacion de CGS es limitada a
moléculas polares, la fase estacionaria es un solido sobre el que se retienen los

analitos por adsorcion.

Los componentes principales de un cromatégrafo de gases son:

v' Gas portador
v" Reguladores de presion
v' Filtros de oxigeno y humedad
v" Inyector, con un sistema de control de temperatura
v" Columna cromatografica dentro de un horno
v Detector
v Sistema receptor, procesador y de almacenamiento de la informacién
Registrador
Micrapringa . —I_
Divisor de flujo ' : Electomeno
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Fig. 5 Esquema basico de los componentes de un cromatografo de gases. (Barquero Quirds
2006)
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El espectrometro de masas (MS) es un detector usado con GC y LC. La
versatilidad de un GC-MS se debe no solo a la enorme variedad de columnas y
técnicas disponibles para la cromatografia de gases, sino también por el gran
numero de analizadores y métodos de ionizacion. Ademas, es un detector
universal capaz de reconocer la mayor parte de compuestos organicos

presentes en la naturaleza y detectar cantidades tan bajas como 1074 g.

Todos los espectrometros de masas se componen basicamente de tres
unidades. Los compuestos son separados por el cromatégrafo y entran a la
camara de ionizacion donde todas las moléculas son cargadas positiva o
negativamente y partidas en fragmentos pequefios. La seccién de filtrado de
masas separa los iones por tamafo de acuerdo a su radio masa/carga (m/z).
Los iones pasan a través de este filtro y son detectados por un multiplicador de
electrones, un dispositivo que convierte los iones atrapados en sefiales
eléctricas. Existen diferentes disefios para los filtros de masa. El filtro
quadrupolo consiste en cuatro rodillos cilindricos cargados alternamente con
corriente directa y alterna. Los iones que pasan a través de estos cilindros
forman trayectorias, aquellos que son estables logran alcanzar el detector,
mientras que los inestables se pierden en la bomba de vacio del instrumento.
Variando el voltaje entre los rodillos, las trayectorias de los iones de diferente

tamano son estabilizados.(Wu et al. 2012)
El analizador de masas en quadrupolo es preferido por las siguientes razones:

v' El disefio simple del instrumento permite realizar los escaneados a
velocidades muy altas (menos de 1 segundo por decena)

v' La habilidad de cambiar entre modos de escaneo permite un analisis
secuencial de iones positivos y negativos

v Los analizadores quadrupolo son relativamente baratos y compactos y
requieren menos experiencia para ser operados y mantenidos en buen

estado
Algunas desventajas son.

v" Muestran discriminacion de masas y son menos sensibles que los

instrumentos magnéticos, especialmente a radios m/z de 500 o mas
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v' El limite de masa que puede manejar la mayoria de ellos es de 2000
m/z, aunque esta ultima no supone un problema tan grande, pues la
mayoria de los compuestos organicos no tienen un peso molecular tan

elevado

La fragmentacibn de masas es necesaria para esta técnica para poder
confirmar la identidad del componente. Un andlisis completo o full-scan se
refiere a la creacion de un espectro completo que contiene el ion molecular y
todos los fragmentos menores. La identidad de la sustancia es determinada
mediante la comparacion con una base de datos previamente establecida. (Wu
etal. 2012)

Existen dos variaciones utilizadas en MS. El modo SIM (Selected lon
Monitoring, monitoreo selectivo de ion por sus siglas en inglés) es el mas usado
para GC-MS, en donde solo los tres iones mas prominentes de un espectro son
medidos por el aparato. La abundancia relativa de estos tres iones debe ser
igual a los radios previamente establecidos en una base de datos. Si existe un
componente que contamine la muestra y tiene el mismo peso molecular que
uno de los tres iones objetivos, alterara la relacion de los iones e invalidara los

resultados de identidad y cuantificacion del analito. (Wu et al. 2012)

El modo SRM (Selected Reactive Monitoring, monitoreo selectivo de reaccion
por sus siglas en inglés) por otro lado, es una variacion del modo SIM. Se usa

principalmente en cromatografia de liquidos y hablaremos de él mas adelante.

La derivatizacion también es un paso importante en las metodologias analiticas
que utilizan GC. Es una técnica empleada para mejorar las propiedades
cromatograficas (para mejorar la forma del pico en el cromatograma), mejorar
la estabilidad quimica de compuestos termolabiles, mejorar la volatilidad,
reducir tiempos de retencién, y para mejorar la sensibilidad de los analitos en

ciertos detectores.

Al analizar muestras organicas, las columnas GC son requeridas para resolver
mezclas complejas de compuestos que varian en peso molecular, composicion
elemental y polaridad. En adicién, estos compuestos pueden variar en
concentraciones. Los compuestos polares tienden a arrojar grandes picos

acentuados por “colas”. En casos extremos, el pico se mezclara con la linea
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base o el componente sera completamente retenido por la fase estacionaria.
Los derivados de los analitos generalmente son menos polares que sus
compuestos de origen y de esa manera, su cromatograma mejora. De igual
manera, algunos compuestos se pueden rearreglar o descomponer a altas
temperaturas, por lo que la derivatizacion se usa para brindar estabilidad

térmica.

4.3 Cromatografia de Liquidos

La cromatografia de liquidos (LC) es una técnica analitica en donde los
componentes separados son distribuidos selectivamente entre dos fases
inmiscibles: una fase movil liquida que fluye a través de una fase estacionaria.
La separacién es dada por las diferencias de los coeficientes de distribucion de

los diferentes analitos de la muestra.

La muestra es inyectada en un puerto directo a un flujo de fase mévil empujado
por una bomba de alta presion y transportado a través de la columna donde la
separacion tiene lugar. La eficiencia en la separacién esta relacionada al
tamano de particula del material de la fase estacionaria. Se requiere una mayor

presion si el tamano de la particula disminuye.

La eficiencia en la separacién esta relacionada con el tamafno de particula de la
fase estacionaria. Una presién mayor es necesaria cuando se reduce el tamafio

de la particula.

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes
maneras, pero la forma mas habitual de clasificacion es realizada con base a la
naturaleza de la fase estacionaria, ya que ésta es la que impone
fundamentalmente el mecanismo de separacion; de este modo, se pueden

ennumerar cuatro tipos de técnicas:

a) Cromatografia de adsorciéon (liquido-sélido): la fase estacionaria es un
adsorbente y la separacion se basa en repetidas etapas de adsorcion-

desorcion
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b)

Cromatografia de reparto/adsorcién (fases ligadas quimicamente): la
separacion en este caso, se basa en un reparto del soluto entre la fase
movil y la fase estacionaria)

Cromatografia de intercambio iénico: Este tipo de cromatografia se da
cuando la fase estacionaria presenta en su superficie grupos ionizados
capaces de retener selectivamente a iones de signo contrario que
circulan en la fase movil.

Cromatografia de exclusibn molecular: La fase estacionaria es un
material poroso de tamafno controlado que permite la entrada de ciertas

moléculas de manera selectiva, dejando fuera otras de mayor tamario.

El mecanismo de retencion en los dos primeros casos es similar, variando

unicamente el tipo de interacciones que se producen y cual de ellas es la

predominante; por esta razén, en la practica se realiza otra division de los dos

primeros tipos de cromatografia atendiendo a la polaridad de la fase

estacionaria:

a)

Cromatografia de fase normal: La fase estacionaria presenta puntos
activos de polaridad y las interacciones que se producen con el soluto
son especificas del grupo activo. La fase estacionaria puede ser un
solido adsorbente (silice o aluminio) o bien, un soporte al que s eunen
quimicamente moléculas organicas que presentan grupos funcionales de
alta polaridad

Cromatografia de fase reversa (inversa): La fase estacionaria tiene una
base apolar (cadenas hidrocarbonadas, grupos fenilo) y Ila

sinteracciones que se producen son inespecificas. (Hernandez 2007)

Los componentes basicos de un cromatografo de liquidos que se muestran en

la figura 6 son:

Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de mezclado
de eluyentes)

Dispositivo de inyeccion

Conducciones y conexiones

Detector y registrador

Columna
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Detector

p-==-t-===n

Integrador

Figura 6. Componentes de un cromatografo de liquidos (Hernandez 2007)

La LC permite analizar la mayoria de los compuestos sin derivatizacién y
acortar el tiempo de analisis. Ademas, esta caracteristica sumada a la
selectividad y sensibilidad en el bioanalisis han convertido a la LC en la técnica
de oro de multiples sustancias en muestras biolégicas. Sin embargo, en lo que
concierne a las desventajas, la LC es mucho mas susceptible a verse afectada
por el efecto matriz que puede causar supresion de ion o fendmeno de mejora,
que son capaces de perjudicar la interpretacion del espectro de masas y la
precision y exactitud del método. Por lo tanto, estudiar y documentar el matriz

es obligatorio en la validacién del método.

El principal método de analisis en LC-MS/MS es el modo SRM, una variante del
SIM. El primer MS produce iones progenitores que pueden ser individualmente
seleccionados para ingresar al segundo MS, donde son fragmentados y
ordenados de acuerdo a su radio masa carga (m/z). Los iones “hijos” son
seleccionados y relacionados a los iones progenitores. Por lo tanto, los iones
detectados en el segundo MS necesariamente deben tener un origen en el
primer MS. De esta manera, la especificidad de la LC es mayor que en la GC.
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5. Metodologia de investigacion

En el anexo 1 se encuentran los articulos analizados en este trabajo,

ordenados segun la figura 6:
GC

SPE LC

Otros
métodos

Métodos GC
Analiticos LLE
LC

GC

Otros métodos LC

Otros
métodos

Fig. 7 Esquema de orden de los articulos revisados en el presente Tema Monografico de

actualizacion

Cada articulo presente va en el mismo orden en el que aparecen las tablas. Se
analiza si modificd algun procedimiento con respecto al método de trabajo
tradicional o si propone algun nuevo método que mejore los parametros de
deteccidn de las drogas. De igual manera se comparan los limites de deteccion
y cuantificacion para cada matriz para determinar si un método es mejor que

otro.

Agius (Agius 2014) utilizéuna técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas por sus siglas en inglés)
para determinar la presencia de drogas en las muestras de cabello previamente
tratadas y confirma con cromatografia de gases, usando una columna capilar
ZB-5 recomendada para detectar cantidades muy pequenas de muestra. Su

estudio se enfoca principalmente en determinar si existe o no una diferencia
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significativa en la cuantificacion de cocaina en el cabello natural y el cabello
tratado con algun tipo de colorante artificial o tinte, llegando a la conclusion de

que la diferencia no es significativa sin importar el color de tinte que se use.

En el segundo estudio (Agius & Nadulski 2014) utiliza el mismo procedimiento
de GC para confirmar los resultados de la ELISA practicada a muestras de
orina y cabello. En ambos casos, lo que propone es el uso de una prueba
ELISA modificada para monitorear pacientes en terapia de prevencion de
consumo de drogas como una técnica mas sencilla, barata, rapida e in situ,
para evitar todo el procedimiento que implica una cromatografia. Su limite de
deteccion es de 4 picogramos, siendo el estudio con LOD (Limite de deteccion)

mas bajo.

Aleksa (Aleksa et al. 2012) propone como alternativa para analizar muestras
pediatricas la SPME (microextraccion en fase soélida por sus siglas en inglés).
Consiste en disminuir los volumenes de solventes utilizados al orden de
microlitros, ya sea por la poca muestra disponible o como forma de ahorrar
materiales y no contaminar el ambiente. Esto permite encontrar limites de

deteccidon hasta de 0.4 nanogramos.

Fucci (Fucci et al. 2014) también usa la SPME para detectar levamisol como
contaminante en muestras de cabello. EI levamisol tiene propiedades
inmunoestimulantes e inmunomoduladoras, por o que se usa como agente
para tratar desordenes inmunoldgicos. Sin embargo, su uso como adulterante
en drogas no esta completamente claro. Utilizar la técnica de SPME permite
detectar la contaminacion a nivel de trazas por los limites de deteccion tan

bajos que se pueden encontrar con esta técnica.

Gouveia (Gouveia et al. 2012) se encarga de detectar cocaina y morfina en
cabello mediante una GC con ionizacién por impacto de electrones como
meétodo alternativo en Portugal, debido a que en ese pais es obligatorio realizar
un test antidroga mensual si se es participante de programas de
desintoxicacién para poder demostrar que ya se esta completamente limpio y
poder ser dado de alta. La fuente de ionizacion usada permite encontrar areas
mas pequenas y picos mas precisos. Los limites de deteccion y cuantificacion
son del orden de 10 y 30 picogramos respectivamente.
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Lopez-Guarnido (Lopez-Guarnido et al. 2013) propone modificar los criterios
por los cuales se acepta como positiva una prueba de cocaina en cabello para
disminuir la incidencia de falsos positivos provocados por la contaminacion de
las muestras de cabello. Dicho criterio consiste en tomar en cuenta no solo el
LOD o el LOQ sino en determinar una relacion entre cocaetileno y cocaina y
que este valor sea mayor a 0.02, que puede ser considerado como un

marcador metabdlico y no como una simple contaminacion.

Miguez-Framil (Miguez-Framil et al. 2011) trabaja con una técnica denominada
lonizacién por electrospray (ESI Electrospray lonization por sus siglas en
inglés) en donde el analito se disuelve en un solvente mas volatil dentro de un
capilar. El liquido sale de este capilar debido a la repulsion de cargas eléctricas
y forma un aerosol, hasta que la repulsiéon de dichas cargas logra vencer la
tensién superficial y entonces las gotas estallan, de modo que los iones
formados estan libres de solvente y se mueven hacia el detector. Este método
ofrece alta sensibilidad, especialmente en componentes como la cocaina y sus
metabolitos que son solubles en disolventes no polares. El tiempo de analisis
también se reduce significativamente (90 segundos) lo que permite incrementar
el numero de muestras analizadas. Sus LOD y LOQ son muy bajos, de 2.1 ng/g
y 3.5 ng/g, o lo que es lo mismo, 2.1 pg/mg y 3.5 pg/mg, respectivamente, lo

que muestra un método muy sensible.

Pritchett (Pritchett & Phinney 2015) investiga si existe diferencia en la deteccién
de drogas en el cabello de mujeres que usan productos para fortalecerlo. Su
estudio in vitro sugiere que la naturaleza muy alcalina del tratamiento afecta la
estabilidad de la droga en el cabello, mediante una descomposicién e hidrolisis,
por lo que las cantidades medidas se ven reducidas drasticamente. Sin

embargo, no reporta ninguna validacién sobre su método.

Tassoni (Tassoni et al. 2014) reporta los resultados de afios de trabajo de
analizar muestras de cabello de conductores en ltalia que fueron despojados
de su licencia de manejo tras ser sorprendidos manejando bajo el efecto de

drogas.

Ottaviani (Ottaviani et al. 2017) prueba una matriz difernte como los dientes, en

una muestra post-mortem como alternativa a la ausencia de orina o sangre.
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Utiliza la misma técnica de lavado de cabello pero aplicada a esta matriz y

obtiene buenos valores de LOD y LOQ en su validacion.

Agius (Agius & Nadulski 2014) trabaja con su ELISA como se menciond
anteriormente, ahora en orina, en donde trabaja con LOD y LOQ del orden de
0.3y 2.5ng/mL.

Rosado (Rosado et al. 2017) propuso una variacidon en la extraccion
denominada MEPS: Microextraction by Packed Sorbent (Microextraccion por
sorbente empacado por sus siglas en inglés). La principal diferencia con la SPE
tradicional es la preparacion de la muestra (en miniatura) y la posibilidad de
una mayor variedad de fases estacionarias, ademas de no poder reutilizar los
solventes como si lo permite una micro SPE tradicional. Sin embargo, la
principal ventaja de este método es que permite acortar el tiempo de trabajo a

15 minutos y la derivatizacion a 120 segundos.

Alvear (Alvear et al. 2014) propone trabajar con muestras post-mortem que
sean diferentes a las tradicionales. Toma muestras de un hombre de 22 afos
que presumiblemente murié por suicidio después de consumir drogas, por lo
que usa orina, sangre femoral, sangre arterial, fluido cerebro-espinal, nucleo
accumbens, area tegmental ventral del cerebro e higado. Esto abre una
ventana de oportunidades para la ciencia forense en la posibilidad de utilizar
diferentes matrices para la deteccion de drogas aun cuando el sujeto de
estudio haya fallecido. Su estudio es validado y obtiene limites de deteccién y

cuantificacion del orden de nanogramos.

Pelicao (Pelicao et al. 2014) busca simplificar la extraccion de cocaina de la
sangre usando una extraccion acida y otra basica de un solo paso. Sin
embargo, los LOD y LOQ obtenidos son muy elevados en comparacion con

otros estudios: 5 y 10 ng respectivamente.

Gentili (Gentili et al. 2016) propuso el uso de sudor como matriz bioldgica.
Expuso a varios pacientes a correr mientras absorbia el sudor generado para el
analisis por medio de unos pads absorbentes. Sin embargo, esta matriz solo
permite resultados cualitativos, no cuantitativos, toda vez que no se puede
determinar la cantidad de sudor emitido por el sujeto de prueba. De igual

manera, el tratamiento preanalitico de la muestra resulto dificil y largo.
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Lerch (Lerch et al. 2014) busca automatizar el proceso de SPE para ahorrar
tiempo y trabajo. Compara con una GC hecha tradicionalmente y determina

que entre un método y otro existe una SD menor al 10%

Ellefsen (Ellefsen et al. 2014) utiliza como matriz el aliento para detectar BZE y
EME. Sin embargo, solo se usa para detectar un consumo reciente y no cronico
y no propone ninguna manera de discernir entre consumo y contaminacion de
la muestra. Su validacién arroja LOD de 0.015 ng y LOQ de 0.025 ng, siendo

limites muy bajos en comparacion con otras matrices.

Dominguez-Romero (Dominguez-Romero et al. 2011) prueba tres diferentes
tipos de extraccién de la droga en cabello antes del analisis en LC: metandlica
directa con sonicacion, acida y alcalina. La extraccion acida la realiza con acido
clorhidrico y un paso de SPE. La alcalina la realiza con NaOH que deshace
completamente la matriz y deja muy sucio el extracto, por lo que también
realiza un paso adicional de SPE. Por otro lado, la extraccion metandlica, como
su nombre lo indica, utiliza metanol para la digestion de la muestra y es la que
obtiene un extracto mas limpio y mejor porcentaje de recuperacion, por lo que
se elige como el método preferido para el analisis cromatografico. Posterior a la
validacion, se aplica en muestras reales. Sus LOD y LOQ son del orden de 5y

15 picogramos.

Favretto (Favretto et al. 2011) cuantifica diversas drogas como anfetaminas,
opioides y benzodiacepinas en cabello pulverizado. El tiempo de deteccion es
ligeramente largo, 40 minutos, y sus limites de cuantificacion y deteccion son
similares a otros estudios. La ventaja que ella propone es eliminar la hidrdlisis
del cabello previo a la SPE para ahorrar materiales. Ademas, utiliza HRMS, que
es una variaciéon de la MS comun. La HRMS permite la deteccion de masas de

hasta 0.001 unidades atdmicas de masa.

Fernandez (M. D. M. R. Fernandez et al. 2014) analiza simultdneamente 33
drogas diferentes usando HPLC de una manera tradicional, pero tratando de
automatizar la extraccion para agilizar el proceso de deteccion de sustancias
ilicitas.

Imbert (Imbert et al. 2014) trabaja con anfetaminas, opioides y cocaina.

Especifica un par de casos donde la droga fue encontrada en diferentes
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segmentos del cabello, lo que prueba la teoria del andlisis segmental, y que
permite estimar el tiempo del consumo. Tiene buenos limites de deteccidén que

van de los 5 a los 30 picogramos.

Ropero-Miller (Ropero-Miller et al. 2012) evalua las concentraciones de cocaina
en diversos tipos de cabello usuarios adictos, usuarios bajo tratamiento y
cabello contaminado con diversos métodos. Establece que las concentraciones
de cocaina no permiten establecer diferencias entre una y otra fuente, pero los
metabolitos encontrados si. Establece relaciones entre tres metabolitos:
norcocaina, benzoilecgonina y cocaetileno, encontrando que cada tipo de
cabello presenta una relacion especifica, lo que permite diferenciar entre una

fuente y otra.

Schaffer (Schaffer et al. 2016) realiza un trabajo similar, al buscar metabolitos
orto, meta y para-hidroxi-cocaina para disminuir la incidencia de falsos
positivos, ya que al ser polares, se eliminan facilmente con el lavado previo y
por lo tanto, sélo se encuentran en usuarios de la droga. Su método, sin

embargo, no esta validado.

Sergi (Sergi et al. 2013) propone una extracciéon liquida bajo presiones y
temperaturas altas (PLE: Pressurized Liquid Extraction), para poder reemplazar
los solventes organicos por agua. Este método se utiliza generalmente para
extraer metales del cabello, pero se adaptd para el analisis de varias clases de
drogas. Una vez realizada la extraccion bajo presion, se limpia el residuo con
una SPE y se valida el método, obteniendo limites de deteccion y cuantificacion
del orden de picogramos. Un doble procedimiento de extraccién puede explicar
que se haya detectado una cantidad tan baja de la droga, toda vez que su

estudio fue validado.

Mella (Mella et al. 2017) utilizé6 hueso como matriz para analisis. Debido al tipo
de muestra, son pocos los estudios reportados. Es util cuando el cuerpo lleva
tiempo en descomposicion que no permitan usar otra matriz como cabello. Sin
embargo, este articulo no presenta validacién, solo presenta diversos casos en

donde el método fue utilizado con éxito.

Bujak (Bujak et al. 2016) propone el uso de polimeros impresos sintetizados

molecularmente para la extraccion selectiva de cocaina y su metabolito
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principal, la benzoilecgonina (BZE) de muestras de orina de voluntarios sanos.
La atropina y la escopolamina son similares estructuralmente a los analitos,
ademas de ser baratos, por lo que son elegidos para la experimentacion. Se
unen a un solvente y a un mondmero para crear una columna apta para la
extraccion, por lo que se considera una SPE. Sin embargo, el método no fue
validado en este articulo, por lo que no se tiene informacion apropiada de
limites de deteccion y cuantificacion para este método. Solo se considera el
porcentaje de recuperacion de los analitos puros que fueron afiadidos a la

matriz biolégica, que varian del 60 al 80%.

Daems (Daems et al. 2015) busca una alternativa a la UPLC clasica, al sustituir
la MS en tandem mediante el uso de un detector potenciométrico Posterior a
una validacion, confirma que es posible predecir la sensibilidad y el radio de
respuesta de los sensores potenciométricos mediante la determinacién de los

valores de Kd.

Fernandez (M. del M. R. Fernandez et al. 2014) busca automatizar el proceso
de SPE, al analizar hasta 23 drogas diferentes en muestras de orina. La
importancia de este trabajo radica en que los modulos del sistema automatico
son seleccionados para seguir el orden correcto de adicion de sustancias que

permitan la correcta extraccidn de las drogas de la matriz bioldgica.

Li (Li et al. 2013) también usa HPLC combinado con HRMS para identificar
isobmeros, fragmentos, interferencias, y hasta identificar moléculas que no
existan en la base de datos. Debido a esto, puede ser usada como prueba
screening y confirmatoria al mismo tiempo. Su preparacion es rapida, pero

tiene un costo elevado por el tipo de equipos que utiliza.

Sanchez-Gonzalez propone una extraccion en fase soélida a través de una
membrana porosa usando un polimero molecular impreso para aumentar la
selectividad en un volumen pequefio de muestra. Primero se encarga de
optimizar el método en orina (Sanchez-Gonzéalez et al. 2015), y ademas,
mejora aun mas su eficiencia agregando nanoparticulas encapsuladas de
magnetita, Fe3O4, cuyas propiedades magnéticas separan mas faciimente las
particulas del polimero de la muestra posterior a su elucién y eliminando pasos
de filtracion y centrifugacion. (Juan Sanchez-Gonzalez et al. 2016) Aunque éste
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ultimo método disminuye tiempo de experimentacién, también arroja limites de
deteccion y cuantificacion ligeramente mas altos que los métodos que no
utilizan estas particulas magnéticas, y aunque no lo mencione, probablemente

aumente el costo del analisis.

Snozek (Snozek et al. 2012) presenta un articulo sencillo, sin nada nuevo para

innovar. Tampoco reporta validacion.

Sundstrom (Sundstrom et al. 2013) utiliza HPLC con un detector TOF (Tiempo
de vuelo, Time of flight por sus siglas en inglés). En un analizador de este tipo,
un grupo de iones son acelerados por un potencial hacia un campo linear
dentro de un tubo. El tiempo de vuelo necesario para que un ion con un radio
m/z especifico alcance el detector es medido. Para evitar la llegada simultanea
de iones al analizador, es requerido introducir los iones mediante pulsos. Esta
frecuencia puede ser mucho mas alta si se trabaja con una trampa de iones.

Algunas de sus caracteristicas son.

v’ Alta transmisién de iones

v' Capacidad rapida de adquisicion de espectro: a diferencia del
quadrupolo, el espectro no se adquiere mediante escaneo. Los
espectros de los diferentes iones son acumulados como eventos, el
espectro resultante integra de 4 a 10 diferentes espectros como un
promedio.

v" Rango de masa ilimitado.

El estudio propone buscar drogas sintéticas que no han sido evaluadas antes,
junto con las drogas de abuso tradicionales en una sola corrida del
experimento. Este método, debido a su alta sensibilidad, permite detectar
cantidades muy bajas de las sustancias a un tiempo muy bajo (menos de un

minuto de analisis) para actualizar la base de datos.

Xiong (Xiong et al. 2013), al igual que Sundstrom, utiliza HPLC con TOF
combinandolo también con SPME. En principio, esperariamos que sus limites
de deteccidn y validacion fueran muy bajos al combinar métodos tan sensibles,
pero al revisar sus datos de validacion, encontramos que estos valores son
similares al resto de trabajos revisados, 0.5 ng/mL y 25 ng/mL

respectivamente.
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Yang (Yang et al. 2017) utiliz6 una SPE modificada con particulas de Fe304
que actuan como particulas magnéticas dispersivas para permitir una mejor
separaciéon de la droga. Poseen una alta capacidad de dispersion, bajo

consumo de solvente, operacion facil y disminuye el efecto matriz.

Ellefsen (Ellefsen et al. 2016b) identifica las relaciones entre aspectos
farmacodinamicos tras la ingesta de cocaina via intravenosa y la disposiciéon
plasmatica. Lo relevante de su articulo es que también lo hace en saliva, algo

que no se habia estudiado hasta entonces.

Mascini (Mascini et al. 2013) utiliza el modelado molecular o docking para crear
un compuesto molecular que sea mas eficaz que las columnas comerciales de
SPE, con la propuesta de que péptidos pequefios pueden ser creados imitando
los sitios de unién de moléculas mas grandes, para no gastar tiempo, dinero y
materiales en la experimentacion directa. Utilizando programas
computacionales y bases de datos fue posible crear un compuesto que tuviera
la mayor afinidad con la cocaina y su metabolito, la benzoilecgonina, logrando
obtener 3 complejos de anticuerpos contra la cocaina y una proteina de anclaje
acoplada a la droga. Una vez realizados experimentos virtuales para imprimir el
polipéptido, se afadieron a una resina para llevar a cabo la SPE de muestras

de plasma humano, obteniendo hasta un 80% de recuperacion del analito.

Sanchez Gonzalez (J. Sanchez-Gonzalez et al. 2016) realiza el mismo estudio
descrito anteriormente de usar polimeros moleculares impresos pero ahora en
plasma, obteniendo valores de LOQ de 61 pg/mL y LOD de 200 pg/mL, siendo

los valores mas bajos obtenidos en esta matriz.

Di Rago (Di Rago et al. 2016) busca crear un método basado en LC que
permita cubrir un amplio rango de drogas de abuso en saliva, que permita
acelerar la carga de trabajo mientras se vigilan otros componentes de interés
epidemiolégico. Combinando volumenes de muestra pequenos, un
procedimiento de extraccién simple y un analisis rapido y automatizado, se
pueden detectar hasta 40 diferentes drogas. Aunque presenta datos de

validacion, no reporta un LOQ ni LOD.

Montesano (Montesano et al. 2015) busca innovar realizando un estudio de

drogas en saliva utilizando una técnica denominada Microextraction by packed
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sorbent (microextraccién por sorbente empacado, MEPS por sus siglas en
inglés), que es como una miniaturizacion de una SPE; el material sorbente es
reducido a miligramos y empacado en una jeringa y siguiendo los pasos de una
SPE tradicional (acondicionamiento, elucion, lavado). Se utiliza como una
alternativa para el estudio en saliva debido a su viscosidad y por la limitada
cantidad de muestra que se puede obtener. Se optimiz6 modificando la
cantidad de metanol afiadida para la elucién y modificando el pH que afecta
considerablemente el volumen de droga recuperado. Fue posible realizar hasta
100 ciclos de extraccidn con la misma jeringa, por lo que otra ventaja de esta
técnica es el ahorro econdémico y de solventes. Se valido el método propuesto
obteniendo limites de deteccion y cuantificacion comparables a los obtenidos

con una SPE tradicional.

Bidny (Bidny et al. 2017) utilizé una UPLC para evaluar la efectividad de
diversos cartuchos de SPE del mercado, segun la naturaleza quimica de las
drogas (acidas, basicas o neutrales) en la sangre, presentando un comparativo

sobre cual cartucho era mejor para la naturaleza de las drogas.

Birkler (Birkler et al. 2012) busca establecer un método que utilice LC con
TOF/MS para detectar un amplio rango de drogas y medicamentos de hasta 46
sustancias, y aplicarlo en 55 muestras toxicolégicas y forenses de muestras de
conductores detenidos bajo la sospecha de manejar con drogas, y también
demostrar la importancia de estos analisis en ataques sexuales registrados en

Dinamarca. Su método es validado y solo presenta un LOQ de 0.4 ng/mL.

Bjork (Bjerk et al. 2013) presenta un trabajo en donde cuantifica 31 diferentes
drogas en sangre mediante un proceso automatizado utilizando un aparato
denominado Tecan capaz de manejar todas las unidades de operacion en una
simple preparacion. Se corrieron 96 diferentes muestras en un tiempo menor a
3 horas, lo que arroja un promedio de 6.5 minutos por muestra, lo que
demuestra una reduccion considerable al tiempo normal de trabajo humano. Su
articulo presenta un LOQ de 10 pg/mL, un niumero bajo a comparaciéon de otros
meétodos que trabajan con sangre.
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Chen (Chen et al. 2017) validd un estudio en ratas previo a la evaluacion de
cocaina con alcohol (reportado en otro estudio). Simplifica la SPE a un solo

paso con el uso de sangre completa para la evaluacion de la droga.

Guale (Guale et al. n.d.) presentd un estudio en el que utiliza la LC con
TOF/MS como método de screening para detectar otros compuestos en
muestras de usuarios de drogas. Una de las ventajas del detector de TOF es
que permite identificar molecularmente compuestos desconocidos, por lo que
es muy util cuando se trabaja con muestras bajo sospecha de uso de drogas
sintéticas o modificadas. Su estudio no presenta validacion pero trabaja con

porcentajes de recuperacion y efecto matriz.

Pedersen (Pedersen et al. 2013) trabaja también con un detector TOF-MS pero
solo alcanza un LOD de 1 ng/mL en sangre. Es el valor mas alto de LOD de los
trabajos que usan SPE con LC en sangre. A pesar de que utiliza la misma
plataforma que otros trabajos, un aparato Tecan, intenta abarcar muchas mas
sustancias: 256 en total. Es probable que el analisis estadistico no fuera el

apropiado para tantas muestras.

Rosano (Rosano et al. 2014) trabaja con 16 analitos diferentes en muestras de
sangre postmortem con UPLC-HRMS. Y lo compara contra UPLC-TOF/MS y
con UPLC-MS/MS tradicional. Llega a la conclusion de que TOF provee una
cuantificacion mas precisa, pero HR tiene la mejor selectividad y que puede ser
la mejor alternativa para ser implementado como método de screening en el

analisis forense.

Baciu (Baciu et al. 2015) utiliza una SPE tradicional pero acoplado a una
electroforesis capilar, que tipicamente se usa en conjunto con una LLE, pero
tiene el inconveniente de utilizar un volumen muy grande de solventes. Asi, la
electroforesis capilar con detector de diodos (Capillary Electrophoresis-Diode
Array Detector, CE-DAD por sus siglas en inglés) acoplada a SPE permite
reducir el tiempo de trabajo global. La SPE fue optimizada probando diferentes
polimeros hidrofilicos, el volumen de elucién con diferentes gradientes de
metanol y acido acético. Después de su validacion, se prob6é en muestras de

cabello de pacientes en tratamiento de adicciones.
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Bynum (Bynum et al. 2014) utiliza una técnica llamada Desorcion térmica de
laser de diodo (LDTD, Laser diode Thermal Desorption, por sus siglas en
inglés). En esta técnica, una pequefa cantidad de muestra, tipicamente 2 pL,
en un plato de 96 hasta 384 pozos. Después de que se evapora el solvente, un
diodo laser infrarrojo calienta la base de acero del plato, transfiriendo el calor a
la muestra seca. El analito es evaporado a moléculas en fase gaseosa que son
transportadas junto con moléculas de agua del gas acarreador hacia un tubo de
transferencia y hacia una corona de descarga para ser sometido a una
ionizacion quimica bajo presion atmosférica (APCIl atmospheric pressure
chemical ionization por sus siglas en inglés) como se muestra en la figura 8.
Esta tecnologia de punta tiene la capacidad de disminuir significativamente el
tiempo de analisis, asi como el costo de los analisis en los laboratorios
forenses. Dado que es un instrumento suplementario de una técnica existente
como lo es la MS, es mas eficiente su implementacién que modernizar con una

nueva plataforma de MS.

Fig. 8. Esquema de un sistema de LDTD (Bynum et al. 2014)
Sus ventajas incluyen:

v’ Instalacion rapida
v" Poco entrenamiento en el uso

v" No se requiere software adicional
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v Mantenimiento minimo

v" No necesita solventes o consumibles especiales
Por otro lado, algunas de sus desventajas son.

v Destruccion de la muestra

v Inconsistencias asociadas a manejo manual

v' Picos erréneos debido a interferencias de la matriz y al proceso de
desorcién

v" Dificultad de analizar isémeros por la ausencia de cromatografia

Posterior a la validacion del método, reporta un LOD de 0.5 ng/mL en sangre y
orina, un valor no tan bajo como otros reportados en la misma matriz, aunque

el método sea innovador.

Chantada-Vazquez (Chantada-Vazquez et al. 2016) propone el uso de un
receptor fluorescente modificando una superficie de polietilenglicol con el uso
de polimeros moleculares impresos (MIP por sus siglas en inglés) modificando
puntos cuanticos con Mn y ZnS para aumentar la afinidad por la droga. Su
estudio logra eliminar el efecto matriz de la muestra y tiene una buena

sensibilidad, llevando sus LOD y LOQ a 76 ug y 14 ug respectivamente.

Hezinova (Hezinova et al. 2012) utiliza electroforesis capilar acoplada a
ionizacion por electrospray (CE-ESI-MS) para analizar cocaina y sus
metabolitos en orina. Su alta eficiencia en la separacion y la resolucién, el
tiempo de analisis, el bajo consumo de reactivos asi como su selectividad y
sensibilidad hacen de la electroforesis capilar una técnica en auge en el
analisis forense. Se investigan diferentes parametros como el pH del buffer,
presion, tipo de capilar y composicion del spray liquido. EI método se valida
reportando un LOD de 5 ng/mL, un valor cercano a los otros reportados en la

misma matriz.

Rodriguez-Lafuente (Rodriguez-Lafuente et al. 2013) combina SPME con
analisis directo en tiempo real (DART, Direct Analysis in Real Time por sus
siglas en inglés), Se basa en las interacciones que ocurren a presion
atmosférica entre electrones de atomos excitados por los gases atmosféricos.

Un gas (tipicamente Nitrégeno o Helio) fluye a través de una cadmara donde
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una descarga eléctrica produce iones, electrones y atomos y moléculas en un
estado excitado. La mayoria de estas particulas son removidas mientras el gas
corre a través de lentes perforados o rejillas y solo las moléculas neutrales
permanecen. El grado de fragmentacion puede ser influenciado por el tipo de
gas, la temperatura y los orificios establecidos en las rejillas. Se usa como
alternativa para evitar solventes o presiones elevadas en los analisis
tradicionales. La muestra no es expuesta a voltajes altos, laser o radiacion de
ningun tipo. Sin embargo, al ser un método de recién descubrimiento, los
materiales pueden ser caros y no estar disponible. Su articulo sélo se enfoca

en aplicar el SPME para mejorar la extraccion de analitos de orina.

Christodoulides (Christodoulides, De La Garza, Simmons, McRae, Wong,
Newton, Smith, et al. 2015) desarrolla un biochip programable (p-BNC
programable bio nanochip por sus siglas en inglés), para la deteccién y
cuantificacion de hasta 12 drogas de abuso en saliva. Sin embargo, su articulo
solo presenta las instrucciones y algunos ejemplos de cémo funciona el chip,

pero no muestra ninguna validacion ni la comprobacion que utiliza.

Dana (Dana et al.) Utilizé espectroscopia Raman de superficie mejorada. Dicha
mejora consiste en la amplificacion de la luz por la excitacion de superficies
plasmonicas resonantes localizadas (LSPRs, Localizated Surface Plasmon
Resonances). Esta concentracion de luz ocurre en las brechas o puntas de los
materiales plasmonicos, que son tradicionalmente nobles y de metal (plata, oro,
etc.). Estas estructuras fuertes y que son capaces de mejorar el campo
electromagnético son los mejores para el SERS. Dependiendo de la estructura
de estos materiales sera la mejora para la espectroscopia. Hay que recordar
que la espectroscopia Raman convencional mide la intensidad de la radiacion
como una funcién de la frecuencia (o del numero de onda). En este articulo, se
utiliza la técnica SERS para medir la cocaina en saliva, modificando varios
aspectos como probar plata y oro como metal activo, pre-concentracion de la

muestra y extraccion de la matriz. Su método no presenta validacion

Antelo (Antelo-Dominguez et al. 2013) hace una comparativa entre la técnica
convencional de SPE y la técnica conocida como Dried Blood Spot (Punto de
sangre seca, DBS por sus siglas en inglés) que, como se habia explicado
anteriormente, se utiliza principalmente en las pruebas de screening
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metabdlicos en neonatos y consiste en obtener una muestra de sangre, y
difundirla sobre filtros estandarizados de tamafo pequefio y dejarla secar con
la finalidad de retener los componentes mayores de la sangre sobre el filtro y
extraer el analito para su analisis. Sus ventajas principales son la baja cantidad
de muestra que se necesita (20 pL), la rapidez y facilidad de la técnica, asi
como el volumen de disolvente y la automatizaciéon. Una vez validado el
meétodo, se puede concluir que la técnica de DBS mejora los resultados

obtenidos con la SPE tradicional y reduce el costo y el tiempo de los estudios.

Breidi (Breidi et al. 2012) propone un método de GC en donde no se use
derivatizacion, sino enzimas, para disminuir el tiempo de analisis y los costos.
Para ello utiliz6 dos métodos de digestion enzimatica sobre la droga, con
Proteinasa K y con NaOH. El porcentaje de recuperaciéon con la proteinasa tras
la digestion fue del 95%, sin embargo, con NaOH fue del 62%. Una de las
probables explicaciones para ello es que la droga es degradada por las
condiciones tan basicas del medio. Esta propuesta obtiene limites de deteccion
muy bajos, lo cual prueba ser una buena alternativa para disminuir costos y

mejorar la sensibilidad y estabilidad de la prueba.

Gambelunghe (Gambelunghe et al. 2015) busca establecer un patréon de
distribucién de norcocaina y cocaetileno en los diferentes tipos de coloracion de
cabello. Establece en sus conclusiones que el cabello castafio o negro tiende a
retener mas cocaina que otros colores, aun cuando sea por contaminacion y no
por ingestion, debido a la afinidad de la cocaina por la melanina, proteina
presente en el cabello responsable de la coloracion. Por ello, es preferible usar
los metabolitos como marcadores biolégicos y no la molécula de cocaina como
tal.

Pego (Pego et al. 2017) utilizé la Liquid Phase Micro Extraction (LPME; Micro
extraccion en fase liquida por sus siglas en inglés) en donde utiliza una fibra de
9 cm de polipropileno en éter de dihexilo. Con ello propone una alternativa a la
SPE con bajo costo y una menor cantidad de muestra usada.

Silveira (Silveira et al. 2016) trabaja con leche materna y utiliza una variacién
de LLE, denominada Liquid Phase Micro Extraction (Micro Extraccion en Fase
Liquida, LPME por sus siglas en inglés), que elimina las desventajas de la LLE
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tradicional, al wusar volumenes mucho mas pequefios de solventes
(generalmente menores a los 100 pL), lo que disminuye los tiempos de analisis
y el volumen de muestra requerido, ademas de aumentar la concentracion del
analito en estudio. De igual manera, permite que su proceso pueda ser
automatizado, lo que permite analizar un mayor numero de muestras en menor
tiempo y disminuye el riesgo para el analista. Este proceso requirié una curva
de ajuste de pH 6ptimo, asi como de la concentracion de los solventes usados,
la proporcionalidad de estos, la agitacion e incluso la adicion de NaCl que
mejore los procesos de extraccion, siendo el primer estudio completamente

validado que sigue esta metodologia.

Chericoni (Chericoni et al. 2015) trabaja una derivatizacion acuosa con propil-
cloroformato afiadido directamente a la muestra de orina que sea menos toxica
que los componentes usados tradicionalmente. Con éste método se obtiene
LOD de 1.4 ng/mL y LOQ de 4.7 ng/mL.

Otero (Otero-Fernandez et al. 2013) utiliza un nuevo método de analisis
denominado Dried Urine Spots (punto de orina seca, DUS por sus siglas en
inglés) que consiste en recolectar muestras de orina en volumenes muy
pequenos, que se dejan secar al aire libre. Este método tiene su origen en la
técnica de Dried Blood Spots (punto de sangre seco, DBS por sus siglas en
inglés) que se utiliza principalmente en las pruebas de screening metabdlicas
para recién nacidos, pero que ha sido adaptado en algunos estudios para la
determinacion de drogas en sangre debido a las bajas cantidades de muestras
y reactivos que se usan. Esta técnica permite utilizar platos de 96 pozos para
realizar tantas pruebas como sea posible al mismo tiempo, lo que permite que
sea considerada como una nueva técnica de rutina para los laboratorios como

los que se encargan de realizar pruebas antidrogas de conductores.

Lendoiro (Lendoiro et al. 2013) busca analizar el cabello en madres
embarazadas para determinar su exposicion a la droga, pero no especifica
ninguna validacion ni qué tipo de relacion busca entre el analisis y sus
consecuencias. Solo se enfoca en entrevistar a las madres y presentar los

resultados sobre si mentian en el consumo de drogas o no.
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En su segundo articulo, (Lendoiro et al. 2012) utiliza LC tradicional para
determinar 35 diferentes drogas en cabello, presentando un valor de LOD
promedio de 0.2 ng/mg, es decir, el articulo parece escrito sin cuidado o

propaosito alguno.

D"Avila (D’Avila, Ferreira, et al. 2016) utiliza extraccién Liquido-liquido como
comparativo contra una SPE para demostrar que no hay diferencia significativa
entre ambas técnicas al utilizar meconio como matriz. Con ello demuestra que

la cocaina si atraviesa barrera fetal y expone sus efectos bioldgicos.

Jagerdeo (Jagerdeo & Schaff 2016) utiliza la UPLC combinada con HRMS para
determinar simultdneamente 38 analitos diferentes de la orina. La alta
resolucion de la cromatografia y de la espectrometria permite que los analitos
sean detectados en un tiempo de menos de 10 minutos con un volumen de 0.3
mL de muestra. Sin embargo, su método no fue validado, solo presenta los

cromatogramas obtenidos para cada una de las drogas analizadas.

Fernandez (Fernandez et al. 2015) analiza cocaina utilizando microextraccion
dispersiva liquido-liquido (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction)
utiliza un sistema de tres disolventes que incluyen un extractante de alta
densidad, un dispersante altamente miscible y una muestra acuosa. EIl
prolongado contacto de la superficie entre el extractante y la muestra acuosa
en la mezcla turbia formada facilita un equilibrio rapido. La DLLME es
operacionalmente simple, econdmica, eficiente y ambientalmente segura.
Cuando se usa combinada con LC, el solvente usado como extractante debe
ser compatible con la fase movil o debe ser introducido un paso adicional que
permita evaporar el solvente y reconstituir el residuo en la fase movil. SU
método fue validado, arrojando LOD y LOQ de hasta 13.9 ng/mL y 46.2 ng/mL

respectivamente, valores muy altos con otros de la misma matriz.

Liu (Liu et al. 2014) usa LC combinada con ESI para mejorar la eficiencia de la
deteccion de cocaina en muestras de plasma sanguineo. Utiliza una columna
de cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC, por sus siglas en inglés)
compuesta de silica sin modificar usando una fase movil acuosa y organica.
Comparado con una fase reversa, los tiempos de retencion son invertidos, es

decir, los analitos mas polares son retenidos mas fuertemente. En el caso de
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aplicaciones con ESI-MS los componentes basicos pueden ser eluidos con una
fase movil acida y detectados en modo ion positivo, mientras los compuestos
acidos son eluidos a pH neutro y detectados en modo ion negativo. Su
validacion arroja un LOQ de 0.1 ng/mL, un numero bajo a comparacion de otras

técnicas aplicadas en la misma matriz.

Valen (Valen et al. 2017) automatiza la extraccién permitiendo evaluar hasta 96
muestras en 1.5 horas, determinando hasta 21 drogas diferentes. Su validacion

presenta valores de LOD y LOQ buenos y con solventes accesibles.

Zancanaro (Zancanaro et al. 2012) hace una revisién de casos de conductores
en Brasil usando una LC en saliva sin proponer ninguna innovacion. Su
validacion arroja un LOD de 0.26 ng/mL y LOQ de 0.52 ng/mL

Feliu (Feliu et al. 2015) utiliza extraccion LLE en sangre, algo que no se registra
en algun otro articulo revisado. Obviamente esto implica probar diferentes
compuestos organicos para llevar a cabo una extraccion basica. Elige este
método por su bajo consumo de muestra y su econémico precio sin importar la
preparacion de las muestras. Su validacién presenta valores de LOD de 0.09
Mg/l y 2.5 ug/L, valores similares a otros reportados en la misma matriz pero

con diferentes métodos.

Dufaux (Dufaux et al. 2012) utiliza un inmunoensayo similar al usado por Agius,
que se revisd previamente. Su estudio se encarga de comparar los radios de
deteccion de droga en cabello y orina para concluir qué matriz es mejor para el
analisis de sustancias prohibidas. Concluye que el cabello es un procedimiento
de mayor eficiencia en lo que se refiere a detectar cocaina, heroina y alcohol,
pero las benzodiacepinas son mas faciles de detectar en orina, por lo que se
debe tomar en cuenta las bases farmacoldgicas y fisiolégicas de cada droga

para un mejor analisis.

Gryczynski (Gryczynski et al. 2014) usa GC-MS para analizar drogas en
cabello, sin embargo, hace énfasis en lo importante que es no usar solo una
matriz como prueba de confirmacién, pues ademas de que es susceptible de
contaminacién y puede arrojar falsos positivos, también puede haber falsos

negativos si se consumen varias drogas al mismo tiempo que puedan
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enmascarar los metabolitos de la cocaina, una practica que es muy comun en

usuarios adictos.

Joya (Joya et al. 2012) busca encontrar una relacién entre el consumo de
cocaina por parte de mujeres durante el embarazo y el numero de abortos
espontaneos. Usa GC-MS como método de confirmacién, con un LOD de 5

ng/mg.

Orfanidis (Orfanidis et al. 2017) simplifica el método de pretratamiento a 2-3
horas con una derivatizacion simple comparada con otros métodos. El
enjuague del cabello es modificado para permitir, desde el lavado, optimizar el

proceso de extraccion.

Poon (Poon et al. 2014) propone el uso de un metabolito poco comun, la
Norcocaina (NCOC), producido por enzimas del citocromo P450 por la via de la
N-demetilacion en microsomas hepaticos. Es un metabolito que tiene
propiedades hepatotoxicas. Debido a que la cocaina y su principal metabolito,
la benzoilecgonina, pueden ser encontrados en sudor o grasa de la piel debido
a contaminacion externa que se difunde al cabello. Por ello siempre es
importante llevar a cabo un procedimiento de lavado y descontaminacion
cuando se trabaja con muestras capilares. El uso de la NCOC como objetivo
permite disminuir los falsos positivos. EI método reporta limites de deteccion
buenos a comparacién de otros métodos que usan la cocaina como objetivo.
Su LOD es de 0.13 ng/mg

Arroyo (Arroyo et al. 2013) presenta un estudio sobre muestras de saliva en
conductores consumidores de drogas. Presenta un LOD de 2.5 ng/mL y LOQ
de 10 ng/mL, muy superior a otros estudios presentados en la misma matriz

con diferente método.

Ellefsen (Ellefsen et al. 2016a) propone el uso de saliva como matriz para
detectar cocaina. Utiliza diversos kits de recoleccion de muestra para comparar
su efectividad en pruebas rapidas. La validacién la realiza en otro estudio
mediante GC-MS en donde arroja limites de cuantificacion del orden de
microgramos, lo cual demostraria que los kits que utiliza en su estudio son muy

efectivos para la deteccion de la droga.
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Lopez-Avila (Lopez-Avila et al. 2012) propone diversos cambios para mejorar la
GC. El primero de ellos, es usar una ionizacién suave: tradicionalmente, un
aparato de GC-MS utiliza una lonizacién de electrén (El) que implica una
energia de 70 eV, en el caso de la ionizacién suave, solo se ocupa una energia
de 10-20 eV usando gases como Xe o Kr en lugar del He tradicional. La fuente
de ionizacién de este estudio incorpora una descarga de microplasma como
fuente de radiacién de luces ultravioleta de vacio (Vacuum UltraViolet, VUV por
sus siglas en inglés). La emisién especifica emitida por la descarga
corresponde a longitudes de onda entre 104 y 150 nm, que produce energia
entre 8 y 12 eV. Esto permite una fragmentacién menor que la El y en el caso

de mezclas complejas, incrementa la selectividad.

El segundo cambio propuesto es utilizar un prototipo de fotoionizaciéon de
microplasma (prototype microplasma photoionization, MPPI por sus siglas en
inglés) equipado a un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (Time of
flight mass spectrometer, TOFMS) mostrado en la figura 9. La luz VUV es
producida por dispositivos de microondas resonantes disefiados para encender
y sostener una descarga de plasma a presiones reducidas. Dicho plasma
resulta emite una longitud de onda especifica determinada por la composicién y
la presion del gas acarreador utilizado. El analito (en forma de gas) viaja a
través de un canal en el pleno y es expuesto a la luz VUV por un orificio. Los

iones generados son arrastrados hacia el detector de tiempo de vuelo.

En un analizador de tiempo de vuelo (TOF), un grupo de iones son acelerados
por un potencial hacia un tubo lineal de vuelo libre. EIl tiempo requerido para
que un ion con m/z definida alcance el detector dispuesto a una cierta distancia
es medido. La introduccion de pulsos de iones al analizador es requerida para
evitar la llegada simultanea de iones con diferentes relaciones de m/z. Algunas

de sus ventajas son:

e Elevada transmisién de iones

e Capacidad de adquisicion de espectros rapida: a diferencia de los
instrumentos con filtro quadrupolo, la adquisién de los espectros no se
basa en escaneos. Los espectros de los diferentes eventos son
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acumulados, resultando un espectro de masas promedio de un conjunto
de 4-10 eventos.

¢ Rango de masas ilimitado.

Fig. 9 Esquema de los componentes del equipo de MPPI acoplado a un GC-TOF/MS (Lopez-
Avila et al. 2012) Adaptado al espafiol
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Fig. 10 Espectro de GC-MS de la cocaina de acuerdo a bases de datos
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Fig 11. Espectros de cocaina obtenidos con la técnica GC-MPPI-TOF/MS con diferentes gases

acarreadores de baja ionizacion

La figura 10 y la figura 11 comparan los espectros de cocaina obtenidos con un
aparato de GC-MS tradicional, y el reportado por el autor en su articulo con las
modificaciones propuestas. Se puede observar una menor fragmentacion en la
técnica MPPI que es lo que ellos buscan para facilitar el estudio de los
compuestos organicos. Bajo condiciones de El, forma un ion molecular a m/z
de 303, que pierde un radical benzoato para obtener un fragmento abundante

de 182. En adicion, la radiacion “pesada” elimina el anillo para generar los
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iones de 82 y 83. Los fragmentos en 272 y 198 son formados por la eliminacién
de radicales metoxi y benzoilo del ion molecular. Al disminuir la energia de la
radiacion se observa menor fragmentacién, lo que se traduce en una menor
abundancia y una mayor selectividad al no ionizar otros componentes que
pueden interferir con los objetivos. El método solo fue validado para linealidad y

no reporta limites de deteccion o cuantificacion.

Beck (Beck et al. 2012) propone usar el aliento como matriz biolégica para
detectar el consumo de drogas, mediante el uso de una boquilla con un filtro de
polimero en donde los usuarios soplen y las particulas se queden atrapadas en
el filtro. Se somete a una extraccion metandlica y posteriormente a una UPLC.
Su validacién presenta LOD de 0.2 pg y 0.6 pg. Verificando estos valores, nos
podemos dar cuenta de inmediato la gran falla que presenta este método: no
presenta una unidad de medida de la matriz. Esto porque la cantidad de
particulas sopladas no puede ser cuantificada de un modo preciso, por lo que

este método solo es cualitativo.

Henkel (Henkel et al. 2018) propuso el uso del biofilm dental como matriz de
estudio, siendo el Unico de todos los revisados. Las muestras usadas en su
estudio fueron tomadas postmortem sobre la pelicula amarillenta generada
sobre los dientes. El tratamiento previo no es dificil ni tardado y usa una LC
simple. El estudio es validado, obteniendo valores de LOD y LOQ del orden de
pg, muy bajos a comparacion de otras matrices. Entre los inconvenientes de la
muestra, se presenta la dificultad de obtener la muestra y la poca cantidad que

se obtiene de esta, ademas de la facilidad de contaminacion.

Alves (Alves et al. 2013) propone una técnica de columnas acopladas en
donde una precolumna se acopla a la columna analitica usando una valvula de
6 o 10 puertos. Esto permite incrementar la sensibilidad del método al prevenir
la introduccion de grandes cantidades de iones que interfieran con el analisis.
También reduce el tamafio de la muestra y el tiempo de estudio. Posterior a su
validacion, se observa que su limite de cuantificacion es de 0.04 ng/mL, mucho

menor al de la GC convencional.
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Baumgartner (Baumgartner et al. 2012) usa una prueba inmunomeétrica con un
kit denominado VMA-T disefiado especificamente para matrices
queratinizadas. Este sistema es util como prueba de screening, discrimina con
buena sensibilidad entre un analisis negativo y uno presuntamente positivo.

Evalua su desempefio con una LC tradicional pero no presenta validacion.

Broecker (Broecker et al. 2012) propone un método de screening general para
sustancias desconocidas usando LC con una hibridacion de quadrupolo y TOF
(LC-QTOF-MS). En este modo, el quadrupolo provee una seleccién de iones
precursores que es fragmentado en una celda de colision, y los iones productos
son analizados a una aceleracion ortogonal en el aparato de TOF. Esto permite
un analisis completo molécula por molécula de compuestos de los que no se
conoce su identidad. Valida su método presentando LOD de 1 pg/mg y 3 pg/mg
en cabello, siendo los valores mas bajos de estudios en la misma matriz con
LC.

Di Corcia (Di Corcia et al. 2012) realiz6 un estudio tradicional de UHPLC con
equipo Nuevo sobre cocaina en cabello. Obviamente, al ser el equipo mas
novedoso del mercado, reduce el tiempo de analisis sin sacrificar resolucion,

precision, etc.

Koster (Koster, Alffenaar, Greijdanus, VanDernagel, et al. 2014) utiliza una
extraccién con pequefias bolas de acero, que permiten que los solventes se
mezclen al mismo tiempo que se pulveriza la muestra, haciendo mas eficiente y
rapido este paso. Su validacion presenta un LOQ de 30 pg/mg. Su
comparacion con otros métodos evidencia que este tratamiento de la muestra

es mas eficiente que la digestidon que usualmente se acostumbra a hacer.

Kronstrand (Kronstrand et al. 2013) utiliza un LC-TOF para analisis de 30
diferentes drogas en cabello. Hace un comparativo con una LC tradicional para
evidenciar que la TOF es mas sensible y tiene mayor resolucion, sin embargo,
su costo es elevado para ser implementado en analisis de rutina en laboratorios

toxicolégicos y forenses.

Leung (Leung et al. 2017) realizé un estudio sobre la incidencia de drogas en
Hong Kong. Es mas un estudio estadistico que presenta un protocolo

tradicional de LC
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Miyaguchi (Miyaguchi & Inoue 2011) utiliza LC con trampa de iones lineales
(Linear ion trap) con quadrupolo. La trampa de ion linear es menos propensa a
efectos de carga espacial, permitiendo que se acumulen un mayor numero de
iones lo que resulta en una sensibilidad aumentada. En un instrumento
comercial, la trampa linear de iones es el tercer quadrupolo en un arreglo de
triple quadrupolo. En esa configuracion, puede ser usado para acumular iones
producto generados por disociacion inducida por colisiéon (CID, Collision
inducted dissociation, por sus siglas en inglés) en una celda especifica, lo que
permite mejorar la sensibilidad y la ausencia de un limite bajo de masas. La
desventaja de este equipo es que al ser nuevo, es excesivamente caro, aunque

sus resultados sean muy buenos. Su estudio arroja un LOQ de 0.10 ng/mg.

Morris-Kukowski (Morris-Kukoski et al. 2014) experimentd con diversas
muestras, post-mortem y de usuarios activos, para determinar nuevos criterios
de aceptacion de una muestra, en donde recomienda rechazar todos los
resultados que arrojen una concentracion por debajo de los 500 pg/mg,
ademas de la presencia de al menos dos metabolitos con un sustituyente

hidroxilo en el anillo de tropano.

O'Byrne (O'Byrne et al. 2013) utiliza LC-MS/MS para la identificacion vy
confirmacion semi-cuantitativa de diferentes estimulantes en cabello y orina.
Valida su método y lo utiliza para confirmar la presencia de drogas en muestras
de pacientes que asisten a centros de tratamiento. Solo reporta un LOQ de 5

ng/mL.

Pragst (Pragst et al. 2013) elabora un analisis con LC-QTOF-MS en cabello de
nifos que viven con padres adictos o bajo tratamiento. Su propuesta es
detectar a través de la contaminacién de los infantes si los padres consumen
drogas o no, como una alternativa en caso de que los consumidores se
nieguen a dar alguna muestra para su analisis. Expone que principalmente se
detecta cocaina, pero también ciertos metabolitos que se detectan en
fumadores, pues los nifios estan expuestos al humo de la cocaina fumada. Su

meétodo no presenta validacion.

Rubio (Rubio et al. 2014) busca diferenciar si la ingesta de cocaina fue
masticada o inhalada, en el caso de que sea legal masticar las hojas de coca.
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Utiliza HPLC-MS/MS y propone dos métodos para diferenciar el modo de
ingestion. Detectar alcaloides que estan presentes en la coca masticada pero
no en la inhalada y cambios en los radios de los metabolitos. Presenta
validacién de su método con LOD de 0.02 pg/mg y 0.06 pg/mg que son valores

muy bajos para la matriz que maneja.

Shah (Shah et al. 2014) utiliza LC-MS/MS pero mejorada con monitoreo
dinamico de multiple reaccion (DYN-MRM, dynamic multiple reaction
monitoring). Que permite obtener datos de un solo segmento del espectro en
lugar de todos los que normalmente se obtienen. Esto es una mejora con
respecto al método de deteccion MRM normal. Valida su método presentando
un LOD de 0.25 pg/mg.

Bystrowska (Bystrowska et al. 2012) evalua el contenido de cocaina en tejidos
como cerebro, higado y plasma, previa entrenamiento a ratas para su
autoadministracion. Usa una extraccion con cloroformo y metanol sobre los
tejidos y LC-MS/MS para determinar el mejor érgano para detectar la ingesta
de drogas. Es método invasivo para individuos vivos, pero util en muestras

post-mortem.

Joya (Joya et al. 2015) usa el meconio como matriz para detectar cocaina
usando UPLC-MS/MS. Su validacion reporta datos de LOD de 1.5 ng/g y 5

ng/g, valores muy altos comparados con otras matrices.

Fiorentin (Fiorentin et al. 2017) compard la cocaina y otros metabolitos
encontrados en orina y saliva para determinar cual es la mejor matriz.
Encuentra que para cocaina, es mejor usar orina que saliva pues tiene una

mayor concentracion de la droga tras su ingestion.

De Jager (De Jager & Bailey 2011) utiliza un método de extraccién SPE en
linea que consiste en alternar dos columnas de trampa que permiten una
limpieza adecuada y un equilibrio entre inyecciones al sistema de LC. Su

método incluye 29 drogas de abuso en orina. No presenta validacion.

Rosano (Rosano et al. 2016) propuso una técnica de calibracion novedosa
denominada Treshold Accurate Calibration (Calibracion Precisa de Umbral,

TAC por sus siglas en inglés) usada para alcanzar la normalizacién del efecto
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matriz. Utiliza un procedimiento donde el analito de interés es salpicado en la
muestra hasta alcanzar el 100% del valor de cut-off o concentracion de umbral
como los estandar afiadidos. Cada calibrador, muestra y estandar es analizada
dos veces, una sin los estandar afadidos y una con el estandar.
Posteriormente se siguen los pasos establecidos para el analisis de UPLC-
MS/MS. La relacidn TAC es calculado de acuerdo a una ecuacion. Una
muestra positiva es determinada si el radio TAC excede el valor del radio del
calibrador La figura 12 muestra los pasos a seguir para el analisis y las

férmulas utilizadas para calcular estas relaciones

Figura 12. Esquema de la técnica de Calibracién Precisa de Umbral (TAC) Extraido y adaptado
de Rosano et al. 2016

La implementacion de esta técnica permite que los conocidos stable-isotope-
labeled internal standards (Estandar internos etiquetados con isétopos
estables, SIL-IS por sus siglas en inglés) sean sustituidos, puesto que algunos
estudios (no incluidos en este trabajo) han demostrado que pueden variar sus
tiempos de retencion con respecto a la droga pura o que el uso de un estandar

no especifico no compense adecuadamente el efecto matriz.

Schaefer (Schaefer et al. 2013) usa la cromatografia de flujo turbulento. Se

basa en la inyeccion directa de la muestra a una columna estrecha empacada
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con particulas grandes. Las moléculas pequenas difunden en los poros de las
particulas mientras que las moléculas mas grandes son lavadas. La fase movil
fluye a través de la columna y crea lineas de alta velocidad. En combinacién
con los poros de las particulas grandes, ocurre la turbulencia, que permite una
mejor extraccion de las sustancias. Propone dos métodos jugando con los
disolventes y la fase mdvil para la identificacion y cuantificacion de diferentes
drogas incluidas algunas de disefo, para tener tiempos de analisis menores e
incrementar el numero de muestras posibles a analizar y cuantificar para los
valores requeridos para otorgar licencias de manejo en Alemania. Su validacién
presenta LOD de 4.9 ng/mL y LOQ de 24.4 ng/mL.

Sena (Sena et al. 2016) propone una Microextraccion Liquido-liquido dispersiva
(DLLME, Dispersive Liquid Liquid Microextraction). Investiga la influencia de
diferentes tipos de solventes para la emulsion. Sin embargo, su método se
enfoca mas en la deteccion de adulterantes que estan presentes en cantidades

minimas en la droga como cafeina, lidocaina y otros.

Tsai (Tsai et al. 2013) hace un screening de 62 drogas de abuso por UHPLC-
QTOF-MS. No utiliza SPE debido a la gran variedad de sustancias que se
detectan, y no fueron capaces de encontrar un método unificado para todas.

Presenta un LOD para cocaina de 15.7 ng/mL

Strano-Rossi (Strano-Rossi et al. 2011) usa un método de UPLC-ESI-MS/MS
para comparar diferentes kits comerciales de recolecciéon de saliva para analisis
de drogas para pruebas en conductores. Presenta un LOD de 1 ng/mL y LOQ
de 5 ng/mL.

Zheng (Zheng et al. 2017) colectdé muestras de saliva para analizar mediante
UHPLC en china. Solo presnetd valor de LOQ. Usa su articulo como una forma

de publicidad a un nuevo parche lanzado al mercado.

Anzilloti (Anzillotti et al. 2014) utiliza un método denominado Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe dispersive Solid Phase Extraction
(Extraccion en fase solida dispersiva rapida, facil, barata, efectiva aspera y
segura, QUEChERS-dSPE por sus siglas en inglés) que es ampliamente
utilizado en el analisis de pesticidas en la agricultura en los ultimos afios y que

ahora es aplicado al analisis de drogas en sangre. Consiste en purificar la
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muestra utilizando un adsorbente basado en la fase de amina primaria y
secundaria (Primary and secondary amine, PSA por su siglas en inglés) como
la B-glucuronidasa, que puede remover componentes de la matriz como
azucares, acidos grasos y pigmentos polares, lo que permite un analisis de LC
mas limpio y la disminucidn de la capa organica al no utilizar otro tipo de
solventes. En este estudio, dicho método fue utilizado para cuantificar hasta 21
drogas y metabolitos con su respectiva validacién y posteriormente ocupado

para estudiar 30 muestras provenientes de autopsia.

Dulaurent (Dulaurent et al. 2016) Usa LC-MS/MS pero busca un método
QuECHeRs para que la extraccion sea rapida y facil de llevar a cabo. Estudia

diferentes metabolitos en sangre, presentando LOQ de 5 ng/mL

Odoardi (Odoardi et al. 2014) usa punto de sangre seca (Dried Blood Spot,
DBS) con UHPLC-MS/MS trabajando en muestras post-mortem. Su validacién
tiene valores de LOD de 0.5 ng/mL y LOQ de 2 ng/mL.

Ruiz-Colén (Ruiz-Colon et al. 2012) utiliza como método de extraccion la
precipitacion de proteinas en muestras de sangre. Evalua la presencia de
varias drogas, pero se enfoca mas en la Xylazina, que es un sedante
veterinario, pero no establece relacion alguna con su uso en humanos ni con el
metabolismo de las otras drogas como la cocaina, morfina o codeina. Su

validacion presenta valores de LOD de 1 ng/mL y LOQ de 10 ng/mL.

Saussereau (Saussereau et al. 2012) También usa puntos secos de sangre,
DBS, con LC-MS/MS para determinar diferentes drogas entre opiaceos,

anfetaminas y metabolitos de cocaina. No presenta validacion.

Thomas (Thomas et al. 2012) combina DBS con LC-MS/MS y trampa de iones
linear. Esto permite que su LOD sea de 0.05 ng/mL y LOQ de 0.25 ng/mL

Zhu (Zhu et al. 2012) trabaja con un nano chip basado en HPLC. El chip fue
fabricado por capas de polimida e integrado en una columna de
enriquecimiento. Funciona como un HPLC normal pero a nivel nano, lo que
permite disminuir la cantidad de muestra, reducir el tratamiento y aumentar la
velocidad de analisis. Su validacion presenta LOD de 0.1 pg/mg y LOQ de 0.2

pg/mg, lo que habla de la gran sensibilidad del método.
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Koster (Koster, et al. 2014) usa el sudor como matriz bioldégica para la
deteccion de 16 drogas diferentes. Utiliza un parche que se pone en los
voluntarios para absorber el sudor de su cuerpo mientras realizan una serie de
ejercicios fisicos. Aunque presenta validacién, reporta un LOQ con valores de 3
ng/parche, lo que implica que no existe uniformidad en el método, pues no esta

determinado con exactitud la cantidad de sudor excretado.

Bassan (Bassan et al. 2011) usa HPLC-MS/MS para la determinacion
cuantitativa de 43 drogas de uso comun en suero. Presenta LOD de 2.3 ng/mL
y LOQ de 8.7 ng/mL

Krumbiegel (Krumbiegel et al. 2016) propone el uso de ufias de las manos
como matriz para deteccion de drogas. Aplica su protocolo a 6 casos
postmortem, comparando las concentraciones encontradas en cabello,
considerando que son hechas del mismo material biolégico, pero no encuentra
relacion entre los resultados. Lo unico en lo que son similares, es que la
concentracion varia dependiendo del segmento que se analice, existiendo una

mayor concentracion en la base que en la parte mas alejada del dedo.

Sykutera (Sykutera et al. 2014) también utiliz6 de ufas de las manos como
matriz de deteccion de drogas mediante LC-ESI-MS/MS. Esta matriz es poco
usada debido a que es muy susceptible de contaminacién, sin embargo, al ser
una matriz queratinizada, como el cabello, puede proveer informacion de

consumo de meses atras de acuerdo a su longitud.

Baciu (Baciu et al. 2016) utilizé un tratamiento que incluye tierra diatomea para
la extraccidon de cocaina en cabello, combinando una extraccion en fase sélida
con una liquida, y usando electroforesis capilar en linea. Este método permite

monitorear pacientes en tratamiento y disminuye el uso de reactivos.

Cuypers (Cuypers et al. 2016) busca determinar directamente si la droga
encontrada en el cabello proviene de una exposicidon sistémica, es decir, si se
ingirié la droga, o si se encuentra como contaminante, es decir, proveniente del
ambiente. Para ello usa dos técnicas: Espectrometria de masas por
desorcion/ionizacion de matriz asistida por laser (Matrix-assisted laser
ionization/desorption mass spectrometry, MALDI) y Espectrometria de masas
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de ion secundario asistida por metal (Metal assisted secondary ion mass
spectrometry, MetA-SIMS).

En MALDI, la muestra es depositada en un objetivo y co-cristalizada con una
matriz solida. Dicho objetivo es transferido al vacio y bombardeado con pulsos
de fotones de un laser, en el mayor de los casos, un laser de nitrogeno. La
ionizacion es resultado de una excitacion electrénica eficiente de la matriz y la
subsecuente transferencia de la energia a las moléculas del analito disuelto,
que son desorbidas y analizadas como moléculas protonadas o cationizadas.
Sin embargo, el proceso de ionizacion no esta del todo claro. Componentes
con masa molecular muy alta (por arriba de los 200 kDa) pueden ser

analizados usando esta técnica.

SIMS es una técnica usada para analizar la composicidon de superficies sélidas
y peliculas delgadas pulverizando la superficie con un rayo de iones primarios
enfocado y recolectando y analizando los iones secundarios eyectados. Los
radios m/z de estos iones secundarios son medidos con un espectro de masas
para determinar la composicion molecular, elemental o isotépica desde la
superficie hasta una profundidad de 1 o 2 nm. Debido a la gran variacion en las
probabilidades de ionizacion entre los diferentes materiales, se considera una
técnica cualitativa, aunque la cuantificacion es posible usando ciertos

estandares.

Mezclando ambas técnicas, es posible identificar si la droga se encuentra sélo
en la superficie, lo cual se debe a una contaminacion externa, o si se encuentra
en la composicion estructural del cabello, lo que indicaria que viene del

organismo.

En su segundo estudio (Cuypers et al. 2014) busca determinar el efecto del
blanqueamiento de cabello sobre la deteccidn de cocaina en cabello. Utiliza
MALDI para descartar la contaminacién externa y enfocarse en la droga
atrapada en la estructura del cabello.

Duvivier (Duvivier et al. 2016) usa Analisis directo en tiempo real con
espectrometria de masas de alta resolucion (Direct Analisis in real Time, High
resolutions mass spectrometry DART-HRMS). Es una técnica de ionizacion que

utiliza calor, con especies de gas metaestables (como helio) para desorber
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iones de una superficie bajo condiciones ambientales. Esta técnica tiene la
posibilidad de hacer un screening rapido con una preparacion minima de
diversas matrices. Sin embargo, se requiere mucho analisis estadistico para

comprobar su validez,

Flinders (Flinders et al. 2015) utiliza varias técnicas como MALDI y SIMS
combinado con TOF-MS para comparar imagenes por microscopia para
detectar la presencia de drogas a partir de la comparacién con un estandar. Se
usa un aparato de cortado de muestras automatico que permite la
reproducibilidad en el experimento para medir los mismos segmentos. SIMS
también ayuda a determinar otras cualidades como el tiempo de ingestion, o la

distribucion en la matriz de hasta un mes.

En un segundo estudio (Flinders et al. 2017), optimiza la precision y los cortes
del cabello para realizar la prueba screening en menor tiempo (3 h) contra el

tiempo original (18 h)

Poetzsch (Poetzsch et al. 2014) usa MALDI como alternativa a las técnicas
tradicionales de analisis de cabello, ya que tiene poca preparacion de la
muestra y no influye si el cabello ha sido decolorado o tratado con algun agente
quimico. Investiga la influencia del proceso de ionizacion y la influencia de la

melanina en el proceso de deteccion de moléculas de drogas.

Bailey (Bailey et al. 2015) aplica la técnica de MALDI y DESI/SIMS (desorption
Electrospray lonization) pero a huellas de los dedos sobre vidrio previamente
congelada, como una alternativa a las matrices tradicionales. Puede ser
tomada en un instante, sin invadir el cuerpo del sujeto, y sin posibilidades de
falsificacion o suplantacion. Sin embargo, el significado de encontrar
metabolitos de la cocaina en las huellas es desconocido, pues no se conoce Si
el residuo de la cocaina dejado al contacto puede ser metabolizado por la piel.
Ademas, la dificultad de la cuantificacion de una sustancia con esta matriz es
que no existe un método actual por el que se determine cuanto material
bioldgico fue depositado en la huella, a diferencia de la orina o la sangre que es

facil determinar el volumen de la sustancia.

Costa (Costa et al. 2017) investigd un método consistente en previsualizar la

huella con UV y nitrato de plata, dneominada Paper Spray- Mass Spectrometry.
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Las huellas son tomadas sobre un papel cormatografico y posteriormente
llevadas a MS. Se reporta solo un 2% de falsos positivos y un 98% de

deteccion de muestras.

Skriba (Skriba & Havlicek 2018) modifico el procedimiento de la técnica MALDI
y lo miniaturizé a nivel nanométrico, por lo que es denominada como NALDI:
Nanostructure-Assisted Laser Desorption lonization (lonizacion por desorcién
de laser asistida por nanoestructuras, por sus siglas en inglés), y hace una
comparaciéon con MALDI para comprobar sus mejoras. Su trabajo reporta
mayor sensibilidad, sin embargo, no presenta validacion de la técnica. Solo
presenta imagenes comparativas en donde se aprecia una mejor resolucion de
NALDI.

Van der Heide (van der Heide et al. 2015) propone el uso de una técnica de
inmunoensayo competitivo (CEIA, competitive enzyme immunoassay) sobre
huellas de manos en documentos bancarios. Un anticuerpo policlonal
especifico contra cocaina es purificado de suero y colocado en microplatos. Se
evalua la cantidad de anticuerpo absorbida en los platos y la diluciéon de la
enzima para optimizar la prueba. Se compara directamente contra LC-MS
convencional en el analisis de documentos bancarios de reino unido. El
resultado de ambas técnicas es estadisticamente similar sugiriendo que el
inmunoensayo no es afectado por reactividad cruzada con algun componente
que pudiera interferir. Una vez obtenidos los resultados, el ensayo fue utilizado
también para evaluar otras matrices como saliva del mismo individuo para
comprobar que efcetivamente se ingirid6 droga. El ensayo es una alternativa
simple y barata para el analisis forense de cocaina. Su validacion presenta un
LOD de 0.162 ng/mg.

Dos Santos (dos Santos et al. 2017) propuso el uso de nanotubos de carbon
(CNT Carbon nano tubes por sus siglas en inglés) que consiste en realizar la
separacion de la droga de la matriz, en este caso leche materna, con el uso de
magnetos que separan las particulas adheridas al tubo. El método resulta util
para monitorear la leche materna que es administrada a los neonatos y evitar la
exposicion a la droga. Es realizado en pequefo y es facil de preparar, por lo
que el uso de materiales y solventes es minimo. Presenta validacién del orden
de nanogramos.

63



D'Avila (D’Avila, Ferreira, et al. 2016) utiliza meconio y establece una
extraccion Liquido-liquido para saber si hay diferencia significativa entre este
meétodo y el tradicional que usa SPE. Demuestra también los efectos biologicos
del paso de la cocaina de la madre al feto y su deteccién en sus primeros

desechos. No presenta validacion alguna.

Armenta (Armenta et al. 2013) propone un sistema de doble confirmacion:
Espectroscopia infraroja (IR) y Espectrometria de movilidad de iones (IMS). La
IMS es una técnica basada en la separacion en fase gaseosa de analitos
ionizados bajo un campo eléctrico débil a presion ambiental. Su potencial
analitico se deriva de su alta sensibilidad, su velocidad operacional y su

simplicidad.

La IR, por otro lado, es una prueba estandar en el analisis forense. Para un
trabajo de identificacion, una punta de diamante es usada para un analisis
rapido de muestras sélidas. Sin embargo, en el caso de muestras bioldgicas, la
sensibilidad se considera el talon de Aquiles de la técnica y se han propuesto
diferentes metodologias para resolver este problema. El uso de medidas de
transmision con células con longitud éptica incrementada, combinadas con
volumen interno reducido ha demostrado proveer limites de deteccion a partes
por millén, un nivel apropiado para analizar casos de conductores bajo la

influencia de drogas.

El objetivo principal de este trabajo es usar dos tecnologias analiticas basadas
en diferentes principios quimicos, secuencialmente o en combinacién, para

lograr una deteccién rapida y precisa de drogas en muestras de fluido nasal.

Taylor (Taylor et al. 2017) trabaja con sensores electroquimicos in-vivo
basados en aptameros para medir directamente la actividad cerebral provocada
por la ingesta de cocaina. El estudio especifica la creacién del sensor y su
calibracion, realizando estudios en ratas que ingirieron cocaina, pero no

presenta ningun tipo de validacion.

Carreiro (Carreiro et al. 2015) usa un biosensor con actividad electrodermal
(Electrodermal Activity, EDA), que mide cambios de temperatura en la piel
(vasoconstriccion), estimulacién eléctrica, actividad, etc. Presenta este chip

como alternativa de uso, pero estd sujeto a interacciones con el ambiente,
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aceptacion del sujeto a portarlo sin removerlo en un periodo minimo de 48 h.
Ademas, requiere confirmacion con otro tipo de pruebas, pues solo se enfoca a

medir respuestas fisiologicas que pueden o no ser provocadas por la droga.

Galano (Galano et al. 2012) se enfoca en un método de screening para
identificar mezclas de drogas, incluyendo sedantes, en suero y orina de caballo
usando MALDI-TOF/TOF-MS automatizado.

Kim (Kim et al. 2017) investiga kits de pruebas multidrogas cualitativos. El
estudio evalua su efectividad a la hora de hacer las pruebas con orina, pero no

presenta ningun tipo de validacion.

Kohler (Kohler et al. 2013) combina electroforesis capilar (CE) con TOF-MS con
ESI como fuente de ionizaciéon y DLLME como método de extraccion para
analizar volumenes reducidos de orina y realizar un screening toxicologico.
Para compensar la baja sensibilidad de la técnica de CE, se afade el TOF-MS
que ademas aporta adquisiciéon de datos rapida. Su validacion solo presenta
LOD de 5 ng/mL.

Meng (Meng et al. 2017) utilizé espectroscopia Raman para analizar la
superficie de muestras de orina, en donde utilizé Gold Nano Particles (Nano
particulas de oro, GNP por sus siglas en inglés) para formar una pelicula y se
puedan usar de sustrato. Se usa HPLC como confirmacion. El hexano utilizado
sirve para separar moléculas organicas en medio alcalino. Por su poco uso de
recursos, facilidad y rapidez de la prueba, se convierta en una prueba de rutina

en puestos de control.

Moslah (Moslah et al. 2018) realizdé estudios de rutina en la poblacion de
Tunez. Segun su articulo, desde la revolucion en su pais, en 2011, se registrd
un incremento en el consumo de sustancias ilegales. Este estudio es
puramente estadistico, toda vez que utiliza kits inmunologicos para la deteccion

rapida en orina de cocaina.

Yamini (Yamini et al. 2014) utiliza un método de extraccion denominado
Microextraccion en Fase Liquida en Fibra Hueca (Hollow Fiber- Micro
Extraction Liquid Phase, HF- LPME) en donde, como su nombre lo indica, se

usa una fibra hueca que se impregna con un agente organico que sirva para
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extraer el analito de la muestra. El articulo busca las mejores condiciones como
el solvente mas adecuado, tiempo y ritmo de agitacion y el efecto de anadir sal

a la mezcla. Presenta un LOD de 0.05 pg.

Yu (Yu et al. 2014) utiliza HPLC-FLD (deteccion fluorescente) para evaluar el
contenido de cocaina y L-THP (L-Tetrahidropalmatina), que es un antagonista
no selectivo de la dopamina y es utilizado en anos recientes como un agente
para combatir la adiccion a la cocaina. Se utiliza principalmente en China ya
que es extraido de la planta Corydalis yahusuo, nativa de ese pais,
principalmente como analgésico. También interacciona con otros receptores de
neurotransmisores como el de serotonina, 5-HT y GABA. Su efecto analgésico
se debe a su interaccion como antagonista de dopamina. Su estructura se

muestra en la figura 13.

El FLD es un detector especifico y sensible a la concentraciéon del analito. Se
basa en la emision de fotones por moléculas electronicamente excitadas. La
fluorescencia es usada especialmente para analitos con sistemas de anillos
largamente conjugados como hidrocarburos aromaticos polinucleares y sus

derivados.

Fig. 13. Estructura de la L-THP. Se observa una estructura aromética polinuclear, por lo que el

uso de un detector fluorescente es ideal para su analisis.

Su articulo presenta el primer estudio clinico de farmacocinética de
combinacion de cocaina y L-THP como soporte a los estudios de fase 1. No

presenta validacion.

Christodoulides (Christodoulides, et al. 2015) el chip programable que usa en
su estudio fue desarrollado por su equipo de trabajo, que sirve como
biomarcador con diferentes aplicaciones como la deteccion de enfermedades

del corazén, cancer oral y de ovarios, y muchas otras condiciones. Utilizando el
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principio de microfluidos, el chipo puede servir para realizar ensayos para
monitorear diferentes condiciones al mismo tiempo y reducir drasticamente los
volumenes de agentes quimicos y reducir el tiempo del diagnostico. Con la
nueva generacion de estos chips, se espera que sea posible realizar
detecciones de drogas y sus metabolitos en un cartucho en tiempo real y
facilitar los tratamientos de los pacientes. La figura 14 muestra un panel del

prototipo de laboratorio en tamafio mas grande que el que utiliza el chip.

ALL TRACERS + NO DRUG ALL TRACERS + ALL DRUGS

> C o000
0000

CAL

cTL C® 90

COC MET AMP DIA

COCAINE TRACER + NO DRUG METHAMPHETAMINE TRACER + NO DRUG

L o i ©
® O
©

COC MET AMP DIA

AMPETAMINE TRACER + NO DRUG DIAZEPAM TRACER + NO DRUG

CAL

CTL
COC MET AMP DIA COC MET AMP DIA

CTL

Figura 14. Panel multi-drogas del p-BNC. Demuestra la especificidad de los marcadores para
sus respectivos analitos. CAL: cuentas acopladas a una determinada cantidad de flior que
sirven como calibradores del sistema. CTL: cuentas acopladas a albumina de suero de bovino
que sirve como control negativo y como indicador de la especificidad de las reacciones que se
llevan a cabo en la celda (Christodoulides, De La Garza, Simmons, McRae, Wong, Newton,
Kosten, et al. 2015)

El articulo también menciona que los limites de deteccion del chip son tan
bajos como los medidos por cualquier aparato de LC-MS/MS, pero no requiere
tiempo de trabajo ni consumo de muestras o reactivos como una técnica

tradicional.
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D’Elia (D’Elia et al. 2018) utilizé espectroscopia Raman combinada con UV. Se
mezclan diferentes concentraciones de cocaina en saliva para obtener
espectros Raman y comparar contra cocaina en agua y ACN. El UV se usa a
239 nm para eliminar la interferencia de la saliva. No es un método usado
comunmente para este tipo de analisis en orina debido a la complejidad del

tratamiento previo.

Dik-Lung (Ma et al. 2015) Usa un ensayo basado en luminiscencia que detecta
las proteinas que son producidas por las células que procesan la cocaina. Sin
embargo, no especifica un ensayo biolégico como tal, solo explica la creacion
de diez diferentes complejos de iridio con la proteina G, para seleccionar al que
mejor se acople para detectar cocaina. Se alcanza un limite de deteccién de 30
nM con una relacion lineal entre la intensidad de Iluminiscencia y la
concentracion de cocaina en un rango de 30 a 300 nM. Permite detectar los
aptameros (cadenas de RNA o DNA artificiales hechas in vitro que se enlazan
selectivamente a un objetivo) de las células que sirven de receptores a la

cocaina.

Munoz (Munoz et al. 2011) usa un inmunoensayo denominado resonancia de
plasmon de superficie (Surface Plasmon resonance, SPR), en donde
inmunosensores ofrecen una deteccion precisa de analitos en matrices
complejas gracias a la reaccion antigeno-anticuerpo. Tiene la ventaja de que
no se necesitan moléculas etiquetadoras, lo que implica que la medicién sea
rapida y barata. Detecta benzoilecgonina, el metabolito mas importante de la

cocaina, reportando un LOQ de 4 yg/mL en saliva.

Sorribes-Soriano  (Sorribes-Soriano et al. 2018) trabajb con IMS
(Espectroscopia por movilidad de ion) determinado con MMIP (Polimeros
magneéticos impresos molecularmente). La novedad de este estudio es que
utiliza ambas técnicas en una sola matriz compleja (saliva) para facilitar el
analisis y disminuir el efecto matriz. Presenta un LOQ de 4 ug/L, lo que resulta
un valor ligeramente alto para métodos tan especificos.

Tavares (Tavares et al. 2018) propone una técnica denominada PS (paper
spray) con espectroscopia de masas. Consiste en la aplicacién de un voltaje
alto sobre un papel triangular. La diferencia de potencial entre el papel y la MS
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genera un campo eléctrico con la maxima intensidad en la punta del papel. La
generacion de iones por este método sigue el mismo principio que la ESI
(electrospray lonization). Se puede usar papel filtro o papel cromatografico.
Para una mejor selectividad, puede usarse papel de celulosa y MIP como

biosensor para reducir costos e incrementar precision y exactitud.

Yu (Yu et al. 2017) present6 un estudio que usa un aptamero que incrementa la
afinidad de anclaje mediante un enlace cooperativo con un segundo dominio.
Dicha técnica recibe el nombre de Cooperative Bindingsplit Aptamer (aptamero
de sitio de anclaje cooperativo, CBSA por sus siglas en inglés), para que sirva

como etiqueta fluorescente y su posterior lectura.

Guinan (Guinan, T.M. et al., 2015) propone el uso de microparticulas porosas
de silicon (pSI-MPs, porous silicon microparticles en inglés) usadas en SALDI
(Surface assisted laser desorption/ionization). EI método se utiliza como una
alternativa a los inmunoensayos que necesitan confirmaciéon con GC o LC.
SALDI solo requiere un lavado y utiliza sustratos nanoestructurados que
pueden detectar un analito de interés sin importar la matriz en la que se
encuentren. Se diferencia de MALDI por el tamafio de particula que puede
reconocer (MALDI >700 Da, SALDI <700 Da). El analisis es directo y
especifico. Elimina pasos extra en la preparacién de muestras, sin embargo, en
algunas drogas, el tamano de particula es directamente proporcional a la

cantidad detectada.

Zhang (Zhang et al. 2014) propuso un método que utiliza nanoclusters de DNA
como sefializadores y amplificadores de sefial de endonucelasas. No especifica
el método que se sigue, solo presenta la parte tedricoa de como se supone que

debe funcionar la endonucleasa y algunos resultados obtenidos sin validacion.

Emrani (Emrani et al. 2016) desarrolla un aptasensor, que es un sensor
fluorescente que reconoce aptameros. Estas secuencias exhiben diferentes
ventajas como buena reproducibilidad, tamafo pequefio, bajo costo, alta
estabilidad termal, ausencia de inmunogenicidad y toxicidad, facilidad de
sintesis y de modificacion. En este estudio, un aptasensor formado de
nanoparticulas de silica con nanoparticulas de oro y una cadena

complementaria de aptamero se cred para reconocer cocaina en suero de rata.
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Al ser un método nuevo, juegan con las concentraciones, condiciones de
tratamiento y condiciones de la muestra para determinar las mejores

condiciones de deteccion. Presenta un LOD de 209 pM.

Rauf (Rauf et al. 2017) utiliza un heptamero (a-HL -alfa hemolisina-) de
staphylococcus aureus para detectar la presencia de cocaina. La molécula se
convierte en un oligonucleotido mediante la hibridizacion de la molécula con
una cadena de DNA. El heptamero reconoce la cadena de DNA provocando
una senal eléctrica altamente sensible (a concentracion nanomolar). Su ventaja
consiste en que se pueden usar matrices complejas como saliva o suero sin
tratamiento previo El experimento consiste en anadir diferentes cantidades de
cocaina a suero y saliva para determinar el % de recuperacion con dicha

técnica, obteniendo valores por encima del 95%.

Roushani (Roushani & Shahdost-Fard 2016) también trabaja un aptasensor,
pero basado en técnicas electroquimicas (deteccion de cambios de potencial)
como resultado de las interacciones que ocurren en la superficie celular. El
método mas comun para sintetizar nanoparticulas de oro (AuNP’s) es por
deposicion-precipitacion (DP). Este método permite que los AuNP’s se
depositen en la superficie de un electrodo de fibra de carbono (GCE) y se unan
covalentemente a un aptamero receptor de cocaina. Esta plataforma
incrementa el area efectiva del electrodo y permite la carga de mas aptameros,
lo que mejora la transferencia electronica y con ello mejora la sefal
electroquimica. Su protocolo establece las bases para otros métodos

electroquimicos.

Smolinska-Kempisty (Smolinska-Kempisty et al. 2017) construye un sensor
potenciométrico para deteccion de cocaina a través de un tubo que contiene
nano MIP con diferentes membranas. Presenta graficas de linearidad

(respuesta vs concentracion) pero no presenta validacion.

Thibert (Thibert et al. 2014) desarrolla un polimero impreso molecularmente
(MIP, Molecularly Imprinted Polymer) para la extraccion selectiva de cocaina y
sus metabolitos. Fue evaluado en suero y orina con un LOQ de 0.5 ng/mL.

Vidal (Vidal et al. 2016) innova al utilizar un inmunoensayo con enzimas ligadas
a particulas magnéticas (Magnetic Particles Enzyme-Linked Immunoassay,

70



mpEIA) que permite incubaciones mas rapidas, tiene reproducibilidad mejorada
y bajo consumo de anticuerpos y enzimas conjugadas gracias al uso de
campos magnéticos. Se usan particulas con propiedades magnéticas vy
previamente tratadas con agentes afines (como la proteina G) que puedan
unirse a los anticuerpos de cocaina selectivamente. Prueba su trabajo en
Suero, saliva y orina, obteniendo LOD de 0.06 ng/mL, 0.15 ng/mL y 0.09 ng/mL

respectivamente.

Nakayama (Nakayama et al. 2016) propone el uso de un anticuerpo
monoclonal para marcar la molécula. El estudio no se realiza sobre alguna
matriz biologica, sino directamente sobre la droga para saber si funciona. No

presenta validacion.
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6. Discusion

De los 174 articulos revisados en total, se observa que solo 15 estudios
optaron por una extraccion liquido-liquido. Esto confirma que no es una opcién
factible en términos de viabilidad para los laboratorios por la toxicidad de los

solventes usados y el tiempo invertido para los analisis.

Por otro lado, 56 procedimientos utilizan la extraccion en fase sélida para
mejorar la deteccion de la droga en diversas matrices, siendo el cabello la
matriz en donde mas se utiliza dicho procedimiento (19 en total), seguido de
cerca por la orina con 18 procedimientos. En el caso del cabello, se puede
explicar de manera sencilla, toda vez que es una matriz sélida compuesta de
diversos materiales que es susceptible a la contaminacién, por lo que es
necesario realizar una purificacién y concentracion del analito, proceso para el
que la SPE es muy util. En el caso de la orina, la presencia de sales
inorganicas y otros residuos hidrofilicos dificulta el analisis al ser compuestos
que perjudican los resultados cromatograficos, asi, la separacion y pre-
concentracion de los analitos son pasos necesarios para obtener mejores

resultados. (Juan Sanchez-Gonzalez et al. 2016)

Las innovaciones en cuanto a métodos de extraccidon son principalmente
enfocados en disminuir las cantidades de reactivos y de muestras usadas, y
solo unos cuantos se enfocan en la ciencia amigable con el ambiente, es decir,

en buscar alternativas de extraccion que no contaminen o que no sean téxicos.

Para meétodos de analisis, siguen existiendo dos técnicas que son los

estandares.

La GC es un método que pocos analistas eligen debido al largo proceso de
tratamiento de las muestras. Ademas de un proceso de descontaminacién en el
caso del cabello, la extraccion y la derivatizacion necesaria de las muestras
elevan el tiempo de andlisis y su costo, asi como el uso de recursos. En ese
sentido, también son pocos los avances y/o nuevas tecnologias que se
proponen para este método analitico. Solo 30 de los estudios revisados utilizan
GC ya sea como método de analisis principal 0 como método comparativo

sobre otras técnicas.
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La cromatografia de liquidos se ha convertido en el estandar de oro para el
analisis de drogas, en todas sus variaciones: LC, HPLC o la mas reciente,
UHPLC, mejorando conforme avanza la tecnologia. Igualmente, el desarrollo
de nuevos métodos de deteccion como TOF o MALDi que son pequenas
modificaciones que pueden ser adaptadas a lo ya existente para mejorar la
sensibilidad, la velocidad o el tiempo de trabajo. En ese sentido, se busca

innovar sobre lo ya existente antes que crear un meétodo totalmente nuevo.

También existen métodos inmunolégicos que, aunque se usaban poco
anteriormente, sus innovaciones consisten principalmente en facilitar la
deteccion con métodos como fluorescencia o complejos coloridos para hacerlo
mas visual. La desventaja de estos métodos es que dificiimente son
cuantitativos y no sirven para fines académicos. Se enfoca en detecciones
sencillas como hacer cumplir la ley en conductores o determinar si un paciente
bajo tratamiento ha dejado de consumir o por el contrario lo sigue haciendo a

escondidas del doctor.

En cuanto a otras alternativas, existen avances prometedores como los
polimeros impresos molecularmente, los sensores basados en reconocimiento

de DNA o los chips que minimizan todo: equipos y reactivos.

Comparar los LOD y LOQ es util para cuando se tiene establecido un
laboratorio y se desea escoger un método analitico de acuerdo a los objetivos
que se persiguen. Si se trata de un laboratorio académico, casi cualquier
método sirve, debido a que casi todos los limites estan del orden de
nanogramos, suficiente para una muestra cualquiera de una persona adicta. Si
se trata de un laboratorio ambulante, como los que utilizan en paises europeos
principalmente, para hacer pruebas de rutina a conductores, bastara con uno
que sea barato y rapido (en cuestion de minutos) y sin usar muchos
componentes tecnolégicos, humanos y quimicos. Si por el contrario, es
necesario establecer un limite muy bajo en donde hasta la mas minima
cantidad importa para determinar alguna causa toxicoldégica o en donde la
libertad de la gente dependa de una diferencia minima, se optara por tener la
tecnologia mas avanzada que permita detectar la droga del orden de

picogramos.
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Después de revisar estos articulos, se ha propuesto un método de acuerdo a
las capacidades y recursos del laboratorio de licenciatura en Ciencia Forense
de la Facultad de Medicina de la UNAM. Dicho método involucra una extraccion
en fase soélida con MeOH y posteriormente, el uso de un equipo de HPLC-
MS/MS para el analisis de las muestras de orina que se pueden obtener de

alumnos de la UNAM en una primera fase.

La propuesta con especificaciones del material y los pasos a seguir estan

especificadas en el anexo 2
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7. Conclusiones

El avance en las técnicas de analisis ha permitido que cada vez sean mas las
matrices bioldgicas utilizadas para la determinacién de consumo de drogas de
abuso, y que los limites de deteccidén y cuantificacion sean mas bajos, todo
dependiendo del tipo de analisis que se realice y los resultados a los que se

quiera llegar.

La revision hecha en este tema monografico de actualizacién ha permitido
expandir el conocimiento y encontrar alternativas a los métodos tradicionales
que representan un avance en la sensibilidad y facilidad de realizar los estudios
y al miemo tiempo, en algunos casos, disminuir costos para hacerlos mas

accesibles a aquellos investigadores que cuentan con pocos recursos.
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Anexo 1. Lista de articulos consultados ordenados segun el esquema del capitulo 5

Tabla 1. Articulos que usan SPE como método de extracciéon con Cromatografia de gases

Ref.

1

61

Autor

Agius,
Ronald

Agius,
Ronald

Aleksa,

Katarina

Fucci,
Nadia

Matriz

Cabello

Cabello

Cabello

cabello

Tratamiento previo

Lavado CH.CI, 10
minutos, Lavado
CH30H , secado 50
°C

Ultrasonicacién (2h)
en buffer fosfatos

10 mg muestra
lavado CHCl; (1
min) x 2

20 mg muestra
lavado 1 min
CH.Cl2.1 mL MeOH
+20 L IS.
Incubacioén 60 °C,
toda la noche.
Evaporado. 20 pL
PBS

SPE

NaHCO3/K>COs3, extraer con
CHsCl/isopropanol (90:10),
derivatizacion con PFPA (50
pL) + PFP (25 L)
NaHCO3/K.COs, extraer con
CHsCl/isopropanol (90:10),
derivatizacion con PFPA (50
pL) + PFP (25 L)

SPME - acondicionamiento
con 2 mL CH3;OH. Muestra.
Secado. Reconstituir 2 mL
PBS (0.1 M)y 2 ML HCI (0.1
M). Eluir CH2Cl./isopropanol
(80:20) y NH30H (2%)
SPME. Polidimetilsiloxano
fused silica. DI 80 °C 1 h.

Técnica de
deteccion

GC/MS

ELISA,
confirmacion
con GC/MS

GC/MS

DI-GC/MS

Condiciones
Equipo

GC - QP 210,
Columna capilar
Zebron ZB-5MS
, C18

GC - QP 210,
Columna capilar
Zebron ZB-5MS
,C18

GC - QP 210,
columna capilar
FourFactor

ion monitoring
mode. Electron
impact mode.

LOD

0.004
ng/mg

0.13

ng/mg

0.2
ng/mg

LoOQ

0.04
ng/mg

0.4
ng/mg
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66 Gouveia,
carla

95 Lopez-

Guarnido,

0.

100 Miguez-
Framil,
Martha

Cabello Lavado 5 mL CH.CI
+5mL H,O+5mL
MeOH (x2). 20 mg
muestra + 3 mL
MeOH/HCI 0.1M
(2:1)+40 L IS.
Incubacion 16 h, 65
°C. Centrifugacién 5
min 3500 g, Aiade 5
mL KH2P04.

Lavado Tween 80
(0.1%) + H.O0. 1 mm
muestras. Digestion
0.5 mL dithiotreitol
37 °C 2 h. Digestion
0.5 mL pronase 37
°C toda la noche.

cabello

cabello Lavado con jabén
diluido y agitacion.
Secado y
pulverizado. 0.05 g +
20 ul IS. Mezclado
en agente dispersivo
(aluminio) (MSPD -
Matriz solid phase

dispersion)

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL H20. Lavado 2
mL HCI 0.1 M + 2 mL MeOH.
Secado al vacio. Elucién 2 mL
CHCly/isopropanol/NH,OH
(80:20:2). Evaporacion.
Derivatizacién 50 yL MSTFA.
Mezcla 30 min 80 °C

HLB Oasis.
Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL HO. Muestra +
1 mL buffer bérax (100 mM,
pH 9). Lavado 2 ml MeOH 5%
+ 2 mL NH4sOH 20% (x2).
Secado al vacio. Eluciéon 2 mL
acido acético 2% (en MeOH).
Evaporacion. Reconstitucion
40 yL BSTFA/TMSC (99:1)
para derivatizacion a 100 °C
20 min. Inyectado inmediato
Acondicionamiento (directo en
jeringa) 2 mL MeOH + 2 mL
H20 + 1 mL buffer boratos.
Elucién 4 mL HCI 0.6 M con
bomba de vacio. Separacion
de jeringa. Lavado 2 mL
H2O/EtOH (95:5) + 2 mL H.O
/MeOH/NH4OH (78:20:2).
Eluciéon 2 mL ac. Acético 2%
en MeOH. Evaporacion.
Reconstituciéon 2 mL

GC-MS Columna capilar
Agilent VF-5 ms.

GC/MS Columna HP-
5MS. Modo SIM

ESI-MS/MS Columna capilar

HP-5. MRM

0.01
ng/mg

0.01
ng/mg

2.1
ng/g

0.03
ng/mg

0.2
ng/mg

35
ng/g
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121

150

112

2

Pritchett, cabello
Jeanita

Tassoni, cabello
Giovanna
Ottaviani, diente
G.

Agius, Orina
Ronald

Tratados con
relajadores. Lavados
con shampoo neutro
y H20. Secado
natural. 20 mg + IS +
2mL HCI 0.1 N,
incubacion 45 °C 24
h. Neutralizados con
KOH a pH 4-5

Lavado H.O +
CHClIs. Incubacion
toda la noche con 2
mL HCI (0.1N, 50 °C)
+ |S. Aflade 2 mL PB
(pH 6) + 130 pL
NaOH (2M, pH 6)

Pulverizacion.
Incubacioén 2 dias en
2mLHCI0.1Nab50
°C. Neutraliza 2 mL
buffer fosfatos.
Anade 130 yL NaOH
2M

Lavado CH,CI; 10
minutos, Lavado
CH30H , secado 50

acetonitrilo/H2O/ac. formico
(80:19.875:0.125) y
derivatizacion 40 L
BSTFA/TMCS (99:1) 100 °C,
20 min

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB (pH 6).
Lavado 6 mL H,O + 3 mL ac.
Acético 1.0 M. Secado al
vacio. + 6 mL MeOH. Elucién
2 mL cloruro
metileno/isopropanol/NH,OH
(78:20:2). Evaporacion.
Derivatizacion con 100 uL
BSA 65C 30 min.
Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB (pH 6).
Lavado 2 mL H.O + 3 mL HCI
(0.1N) + 3 mL MeOH. Elucién
2 mL CHxCl,/isopropanol (8:2)
+ 2% NH4+OH Evaporacion.
Derivatizacion con 50 L
MSTFA 60 °C 20 min.
Acondicionamiento 2 mL
MeOH + buffer fosfatos.
Lavado 2 mL H.O + 2 mL HCI
0.1 N + 2 mL MeOH. Elucién
2.5 mL CHxCl»/2-PrOH (80:20)
+2% NH4OH. Derivatizacion
30 uL BSTFA + 1% TMCS
NaHCO3/K,COs, extraer con
CHsCl/isopropanol (90:10),
derivatizacion con PFPA (50

GC-MS

GC-MS

GC-MS

ELISA,
confirmacion
con GC/MS

Columna capilar
no polarDB-5
MS. Modo SIM

Columna fused
silica

Columna ZB-
5MS

GC - QP 210,
Columna capilar
Zebron ZB-5MS

0.2
ng/mg

0.01
ng/mg

0.3
ng/mL

0.07
ng/mg

0.05
ng/mg

25
ng/mL
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125 Rosado,
T

4 Alvear,
Eduardo

117 Pelicao,
fabricio

65 Gentili, S.

orina

Sangre

sangre

sudor

°C

200 pL muestra +
100 pL buffer fosfato
+20 uL IS.

2mL+8mLPB+
400 ng deuterado.
Sonicacion 30 min,
centrifuga 3500 rpm
10 min,

1mL+6mLPB
(0.1M) mezcla 10 s.
Sonicado 15 min.
Centrifuga 1055 g,
15 min.

Parche + 5 uL IS +
200 pL HCI 1M.
Reposo 60 min 60

pL) + PFP (25 L)

Acondicionamiento 250 uL MEPS-GC-
MeOH + 250 L acido formico MS

0.1%. Lavado 50 pL ac.
Foérmico 0.1% x 4. Elucion100
ML NHsOH 1% en MeOH.
Derivatizacién 50 yL MSTFA
con 5% TMCS

2 ml CH3sOH + 2 ml PB.
Lavado Hexanethyl acetate
80:20 y 50:50
acetona:cloroformo. Elucion
CHxCly/isopropano/NHs;
(78:20:2) y acetato etilo/NH3
98:2. Derivatizacion N.O-
bis(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida con 1%
trimetilclorosilano acetonitrilo
50:50

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB (0.1 M).
Lavado 1 mL H2O + 0.5 mL
ac. Acético 0.01 M. Vacio 5
min. + 50 uL MeOH. Elucién
A) 2 mL acetona/CHCIs (1:1) x
2 (4cidos y neutrales). Elucion
B) acetato etilo/NH4sOH (98:2)
(basicos). Evaporacion.
Derivatizacion 50 yL MSTFA
80 °C 30 min

Fibra expuesta a absorcion
sobre el espacio de la aguja
de la SPME. Derivatizacion

GC/MS

GC-MS

GC/MS

, C18
columna capilar

HP-5ms, modo
SIM

Columna DB-
5MS

Columna capilar
HP-5. MRM

Columna capilar
ME siloxano

25

ng/mL
1.51 5.03
ng/mL  ng/mL
5 10
ng/mL ng/mL
0.07 0.21

ng/pad ng/pad
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90 Lerch,
Oliver

suero

°C. Aiade 200 mg
K2COs3

0.6 ml muestra + 0.1
mL HO + 20 uL IS +
1 mL acetonitrilo +
0.1 mL isopropanol.
Centrifuga 17530 g.
Sobrenadante 0.75
mL +4.25 mL PB

con anhidrido acético.

Acondicionamiento 2 mL GC/MS
MeOH + 2 mL PB. Lavado 2

mL H>O + 2 mL ac. Acético

(0.15 M) + 2 mL MeOH.

Evaporacion. Elucion 2 mL
CH2Cl./isopropanol/NH4 25%

(40/10/1). Evaporacion.

Reconstitucion 0.2 mL en
isoctano/piridina/MSTFA

(14:5:1) para derivatizacion.

Columna HP-
5MS.
Autosampler
7683B

1.1
ng/mL

3.5
ng/mL
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Tabla 2. Articulos que usan SPE como método de extraccion con Cromatografia de liquidos

Ref.

48

52

Autor

Ellefsen,
Kayla

Favretto,
Donata

Matriz

Aliento

Cabello

Tratamiento previo

Filtros c/boquilla para
obtener la muestra.
Anade 50 pL estandar
interno + 6 mL ac.
Formico1%. Agitado.
3mL+ 3 mL ac.
Formico 1% (x3
veces)

Lavado con 10 mL
SDS 10% + 10 mL
H>O + 10 mL acetona
3 minutos. Secado 60
°C, 30 min. 50 mg
muestra + 3 mL
MeOH/TFA (90:10) +
IS. Ultrasonicacion 1
h. Incubacion 45 °C.
Centrifugado 3690
rom 15 min.
Evaporacion.
Reconstituido 3 mL
PB 0.1M

SPE

UCT clean Screen.

Acondicionamiento 3 mL
MeOH + 3 mL H2O. Lavado 3
mL H>O/ac. Férmico (2%) + 3
mL MeOH/ac. Férmico (2%).

Secado. Elucion 3 mL
MeOH/NH4OH (95:5).

Evaporacion. Reconstitucion

en fase movil 200 pL

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB (0.1 M,
pH6), Muestra 1 mL. Lavado

3 mL HO + 0.5 mL ac.

acético (0.01M). Secado al
vacio. Elucién 1.5 mL acetato
etilo/NHsOH (2%).+ 1.5 mL
CH.Cl/isopropanol/NH,OH

(78:20:2)

Técnica de

deteccion
LC-HRMS

(LC-MS/MS)

LC-HRMS

Condiciones
Equipo
Columna
phenomenex

Synergi-Polar RP.

Modo HESI-II

Columna Atlantis
T3. Modo ESI +

LOD

0.015

ng/mL

0.03
ng/mg

LOQ

0.025
ng/mL

3.8
ng/mg
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55 Fernandez,
Maria del
Mar

73 Imbert, L.

124 Ropero-
Miller, Jeri

Cabello

Cabello

cabello

Lavado con CHxCl,.
Sonicacién 2 min.
Pulverizacion.
Incubacién con 1 mL
MeOH 45 °C 4 h en
bafio de agua bajo
sonicacion.
Centrifugado 14000
rpm 5 min.
Sobrenadante
transferido + 2.5 pL
buffer acetato sodio
Lavado 10 mL H2O +
10 mL CHxCI, (1 min)
x 2. Secado, cortado.
20 uL IS (2mg/L) + 3
mL PB (0.1N, pH5)
incubacion 18 h, 45
°C. Centrifuga 3000
rpom 5 min.

Lavado con agua.
Sonicado 3 h 75 °C.
En buffer fosfatos
acido (pH 2.7,
0.025M).
Decantacion.
Reconstitucion buffer
fosfato sodio (pH 6.0)

UPLC-
MS/MS

Intercambio catidnico.
Acondicionamiento 1 mL
MeOH + 1 mL buffer acetato
de sodio (0.1M, pH4). Lavado
1 mL HCI 0.1N + MeOH.
Secado al vacio. Elucion 1
mL MeOH/NH; (95:5).
Evaporacion. Reconstitucion
300 uL buffer formato amonio
0.05 mM (5% acido formico)

MCX oasis. LC-MS/MS
Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 3 mL PB (pH%
0.1N). Lavado 2 mL H,O +
1.5 mL HCI 0.1N. Secado.
Lavado 2 mL MeOH. Elucion
3 mL CHCl,/2-propanol
(80:20). Evaporacion.
Reconstitucion 50 uL
acetonitrilo/buffer formato
(2mM, pH 3) (5:95).

Elucion cloruro
metileno/MeOH/NH,OH
(78:20:2) Evaporacion.
Reconstitucion MeOH

LC-MS/MS

Columna BEH
Phenyl. Modo ESI
+, MRM

Columna Atlantis
T3. Modo ESI +,
MRM

no
valida
do

0.005-
0.030
ng/mg

0.05
ng/mg
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136 Schaffer,

138

98

Michael

Serqi,
manuel

Mella, M

cabello

cabello

Hueso

12 mg muestra + 2
mL PrOH. Vortex, 15
min, 37 °C. Afade 2
ml PB (0.01 M con
0.1% BSA). 60 min,
37 °C (x2) Solucién
digestiva (pH 5.5) 1
mL 37 °C, 8 h.

1 cm muestra + 5 mL
PB (0.1M, pH 6).
Vortex. Lavado 5 mL
isopropanol + 5 mL
CH.Cl,.Colectar
lavado y evaporar.
Reconstituir 1 mL ac.
férmico en MeOH (10
mM. PLE: 25 uL
MeOH + IS(1 ng/uL).
Un ciclo de extraccion
con H.O/MeOH
(80:20) a 100 bar, 150
°C 1 min
precalentamiento y 7
min calentamiento, 5
min reposo
Pulverizado con bolas
de metal + 4 mL
MeOH 90 s, 5000 rpm
x3

Lavado 5 mL H,O + 3 mL
HCI 0.1M + 9 mL MeOH.

Elucion 2 mL Cloruro

metileno/isopropanol/NH4sOH

(80:20:2). Evaporacion.
Reconstitucion 150 L

cloruro metileno + 25 pL N-N
dimetiformamida. Calentar
120 °C 5 min. Ahade H2SO4
0.1M + Hexano/acetato etilo

(9:1). Evaporacion.

Acondicionamiento 1 mL
MeOH + 1 mL H.O/MeOH
(80.20). Lavado 1 mL H20.
Secado al vacio. Elucién 0.5
mL acido féormico en MeOH

(10 mM)

Lavado 1: 2 mL H,O + HCI
0.1N. Lavado 2: 2 mL MeOH
+ ac. Formico 2%. Elucién 2
mL MeOH + NH4OH 5%.

LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

Columna
Thermofisher
BETASIL C8. ESI
+ MRM

Columna fase
reversa C18
kinetex XB

Columna Acquity
HSS T3, ESI +

0.5 1.8
pg/mg pg/mg
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23

38

54

92

Bujak,
renata

Daems,
Devin

Fernandez,

Maria del
Mar

li, Xiaowen

orina

orina

orina

Orina

1 mL muestra +
rastros de soluciones
estandar. 200 mg
polimero empacados
en columna de 3 cm
con filtros de PTFE

100 pL orina+ 100 pL
IS. 25 uL B-
glucuronidasa.
Mezcla. Incubacién 37
°C 16 h. + 675 pL H20

Extraccion polimero. HPLC-
Acondicionamiento H.O y TOF/MS
MeOH. 1 mL muestra.

Eluciéon MeOH/NH3 (19:1) 2

mL x 2. Evaporacion.

Redisoluciéon 1 mL fase

movil.

Acondicionamiento 3 mL UPLC/
MeOH + 3 mL H,O + 1 mL potenciométri
PB (0.1 M, pH6). 1 mL co.

muestra. Lavado 2 mL HCI Confirmacion
(0.1M) + 3 mL MeOH. UPLC-
Secado. Elucion 6 mL MS/MS

CHzCly/isopropanol (80:20)
con 2% NH4OH.
Evaporacion. Reconstitucion

125 uL MeOH
Oasis MCX. UPLC-
Acondicionamiento 1 mL MS/MS

MeOH + 1 mL buffer acetato

sodio (0.1 M, pH 4) + 3 mL

aire entre solventes. Lavado

0.8 mLHCI0.1 M+ 0.8mL

MeOH (x4). Eluciéon 1.5
CHaCly/2-propanol/NH3

(80:18:2). Evaporacion.

Reconstitucion 1 mL buffer

formato amonio

Oasis HLB. HPLC-LTQ-
Acondicionamiento 1 mL orbitrap-MS
MeOH + 1 mL H2O + 1 mL

buffer NaHCO3; + H3BO3 (pH

9.6). 1 mL muestra diluida.

Columna C18
Ascentis express.
lon positivo.

Columna BEH
C18. Triple
quadrupolo. ESI
positivo.
Electrodos
potenciométricos.

Columna BEH
Phenyl. Modo ESI
+, MRM

Columna Hypersil
PFP. ESI +. Mod
DDA

0.5
ng/mL

15
ng/mL
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131 Sanchez-
Gonzalez,
Juan

133 Sanchez-
Gonzalez,
Juan

Orina

Orina

Lavado 1 mL buffer + 1 mL
H.O. Secado. Elucion 1 mL
ACN/H20 (95:5) x 2.
Evaporacion. Reconstitucion
0.2 mL buffer ACN (95:5)
MIP-uSPE:
acondicionamiento
sonicacion con 5 mL
KH2PO4/NaOH buffer
(0.1M/0.1M, pH 5.5) por 10
min. 5 mL muestra + IS
incubar 30 °C 15 min con
agitacion. Quitar MIP y lavar
con 5 mL buffer previo.
Elucion 5 mL CH.Cl./2-Pr-
OH/NH4OH (72:20:8) con
radiacion ultrasonido (37

kHz) por 8 min. Evaporacion.

Redisoluciéon 50 uL acetato
amonio 2mM en MeOH
MMIP-uSPE:
acondicionamiento 2 mL
KH>PO4/NaOH buffer
(0.1M/0.1M, pH 5.5). 1.8 mL
muestra + 0.2 mL IS + 200
ML hexano (precision).
incubar 25 °C 10 min con
agitacion. Quitar MMIP y
lavar con 2 mL buffer previo.
Elucién 2 mL CH.Cl./2-Pr-
OH/NH4OH (75:20:5) con
sonicacion (37 kHz, 5 min).
Evaporacion. Redisolucion

HPLC- Columna Kinetex  0.049 0.081
MS/MS 5u C18 100 A ng/mL | ng/mL
HPLC- Columna Kinetex  0.12 0.41
MS/MS 5uC18 100 A ng/mL ng/mL
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144 Snozek,
Christine

147 Sundstrom,
Mira

164 Xiong,
Lingjuan

orina

orina

orina

1mL + 10 pL B-
glucuronidasa.
Incubacién 37 °C toda
la noche. Ahade 2 mL
PB (0.2M, pH 5-6) +
10 L IS

100 pyL + 100 pL ac
férmico 2% + 25 pL
IS. Centrifuga 14000
rom 10 min.

40 uL acetato amonio 2mM

en MeOH

Acondicionamiento 3 mL LC-MS/MS
MeOH + 3 mL buffer ac.

Acético (0.1M). Lavado 3 mL

buffer ac. Acético + 3 mL

MeOH. Secado al vacio.

Elucion 3 mL
CH.Cl/isopropanol/NH,OH

(78:20:2). Evaporacion.

Reconstitucion 200 L fase

movil A

Acondicionamiento 2 mL UHPLC-HR-
MeOH + 2 mL H,O + 3 mL TOF-MS
PB (0.1 M pH 6). Lavado 1

mL PB + 1 mL ac. Acético

1M. Vacio 5 min. Elucion

fraccidn acida 3 mL acetato

etilo/hexano (25:75). Lavado

1 mL MeOH vy elucién

fraccién basica acetato

etilo/NH3 (98:2). Se

combinan fracciones y se

evaporan. Reconstitucion con

150 uL MeOH (45% ac.

férmico (0.1%)

Acondicionamiento 200 uL UHPLC-
MeOH + 200 yL H,O. Lavado QTOF-MS
100 yL MeOH (x2). Elucién

50 yL MeOH/H20 (95:5 +

7.5% NH4OH), Lavado 10 pL

MeOH. Evaporacion.

Reconstitucion 50 yL H.O

Columna Agilent
Rapid resolution

HT XDB-C8. ESI
+

Columna Waters 7.0
HSS T3 ESI + ng/mL

Columna HSS T3 0.5 25
ng/mL ng/mL
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166

50

97

Yang, F.

Ellefsen,
Kayla

Mascini,
Marcello

orina

plasma

plasma

1 mL muestra + 20 yL 10 mg absorbentes + HPLC-
NaOH 5% + 10 yL IS.  muestra. Ultrasonicacion 1 MS/MS
min. Agitacién 20 min 300
rpm. Magneto fuerte para
separar particulas. Elucién 1
mL MeOH/ACM (4:1)
0.1 mL muestra+ 0.4  Acondicionamiento MeOH +  LC-MS/MS

mL H>O + 10 uL ac. Trifluoroacético (0.06%).
estandar interno. Lavado H2O. Elucién 1 mL

MeOH + ac. Trifluoroacético

0.06%
Fase estacionaria: Acondicionamiento Tris-HCI Docking.
péptido modificado (pH 5). Lavado con 1 mL H,O Confirmacion
(de acuerdo a y elucion con 1 mL acido con LC-
docking) disuelto en 5 férmico 5mM en MeOH MS/MS

mL EtOH/H.0O (80:20).
Plasma: 800 uL
muestra + 10 pg
cocaina. Dilucién en
100 pL Tris-HCI + 100
pI MeOH. Sonicacién
y centrifugacion
12000 rpm.
Sobrenadante tomado
a SPE

Columna Eclipse
XDB C18

Columna PFP
propyl. Modo ESI
+. Deteccidn
MRM.

Hyperchem 8.0.5
(docking).
Columna Kinetex
HILIC fase
reversa. . ESI| +,
MRM

0.29
ng/mL

0.92
ng/mL

ug/mL
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132 Sanchez-
Gonzalez,
Juan

42 Di Rago,
Mateo

Plasma

saliva

MIP-uSPE:
acondicionamiento
sonicacién con 5 mL
KH.PO4/NaOH buffer
(0.1M/0.1M, pH 5.5) por 10
min. 0.1-1 mL muestra
(diluida a 5 mL con buffer) +
IS incubar 50° C 10 min con
agitacion. Quitar MIP y lavar
con 5 mL buffer previo.
Eluciéon 5 mL CHxCl,/2-Pr-
OH/NH4OH (76:20:4) con
radiacion ultrasonido (37
kHz) por 8 min. Evaporacion.
Redisolucién 100 uL acetato
amonio 2mM en MeOH

200 pL muestra diluida en
PBS + 10 pL estandar interno
+ 20 yL estandar calibracién
+ 200 uL buffer carbonato
amonio (pH 9, 2M). Vértex. +
1 mL Cloroformo/isopropanol
(9:1). Centrifuga 15,000 rpm
2 min. Evaporacion.
Reconstitucion 50 yL MeOH

HPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

Columna Kinetex
5uC18 100 A

MRM, modo ESI
+. Columna
Kinetex C18

0.061 0.20
ng/mL  ng/mL
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102

17

18

19

Montesano, saliva
Camilla

Bidny, S. Sangre

Birkler, sangre
Rune
Bjork, Marie = sangre

Obtenida con jeringa

MEPS equipada con

sorbente C18. Diluida
en agua para reducir
viscosidad

100 L sangre + 300
ML estandar + 3 mL
ACN. Centrifugado y
se obtiene capa
organica.
Reconstituido 200 uL
MeOH.

200 pl muestra + 20
ML estandar, + 800 uL
acido formico 1%.

Acondicionamiento 250 uL
MeOH + 250 uL H.O/MeOH
(80:20). 120 uL muestra + 80
Ul H20 + 40 uL NH3 (25 mM
en MeOH) + 10 yL IS
(250ng/mL). Sonicacion 6
min, centrifuga 10000 g 5
min. Sobrenadante se pasa a
través del MEPS para
mejorar retencion de analitos.
Lavado 100 pL NH3 (50 mM
en H,O/MeOH 90:10) 3
veces. Elucion 100 yL ac.
férmico (5 mM en MeOH)
Procedimientos diversos
segun la naturaleza de las
drogas (acidas, basicas o
neutrales)

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL H;0. Muestra
1g + 25 pL deuterado + 9
mL buffer acetato amonio
(pH 4, 0.1M), centrifuga 3000
g x 10 min. Lavado 2 mL H,O
+2mL HCI0.1M + 2 mL
H2>0:MeOH (95:5). Elucion
acetato etilo (5% NHzOH).
Acondicionamiento MeOH +
H20. Lavado 900 pL H20 +
900 L acido férmico (5%

LC-MS/MS

UPCL-
QTOF-MS

UPLC-TOF-
MS

LC-MS/MS

columna fase 0.3 1
reversa PFP ng/mL | ng/mL
kinetex. Modo PI ,

MRM

Columna HSS 0.005
C18,ESI+yESI mg/L

Columna BEH 0.4
C18. TOF-MS ng/mL
modo positivo

electrospray

ionization,

UPLC CSH C18. 0.010
Triple ng/mL
quadrupolo.
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28 Chen, X.

Guale,
Fessessew
ork

115 Pedersen,

Anders

Centrifuga 1000g 10
min,

Sangre + IS (1:1).
Sobrenadante + 500
ML Ac. férmico 4%

1 mL muestra + 1 mL
IS (20 ng/mL) + 4 mL
H20. Centrifuga 10
min 3500 rpm.
Sobrenadante + 2 mL
PBS 100 mM.

200 pL muestra + 20
pL IS + 800 yL MeOH
en acetato amonio
buffer (10%, pH 4.1).
Distribuido en 96
platos. Agitado.
Centrifuga 1000 g 1
min.

MeOH) 2 veces. Elucion 250
ML acetonitrilo con 8% NH3
(25%). Secado.
Reconstitucién 200 pL
MeOH/H.0O 50:50
Acondicionamiento 1 mL
MeOH + 1 mL H20. Lavado 1
mL MeOH x 2. Elucion 500
ML MeOH/H20 (95:5 + 7.5%
NH4OH)

SPE automatizado Caliper
RapidTrace.
Acondicionamiento 3 mL
MeOH + 3 mL H,O + 1 mL
PBS 100 mM. 3.5 mL
Muestra. Lavado 3 mL MeOH
+ 1 mL ac. Acetico. Elucion 3
mL Hexano/acetato etilo (1:1)
(Fraccion 1). Lavado MeOH 3
mL. Eluciéon 3 mL cloruro
metileno/isopropanol/NH,OH
(78:20:2). (Fraccion 2).
Ambas fracciones juntar y
evaporar. reconstituir 200 uL
MeOH 10%

SPE automatizado. UHPLC-TOF-
Acondicionamiento MeOH + MS

H20. 800 yL mezcla previa.

Lavado 800 uL MeOH en

H20 (5% (x4)+ 800 uL MeOH

en Hx0 (30%) (x2) + 800 L

MeOH en H>O (5%). Elucién

900 pL acetonitrilo con 8%

LC-MS/MS

LC-TOFMS

electrospray
ionization mode.

Columna Atlantis
ng/mL | ng/mL

Columna Agilent
Eclipse Plus C18.

positivo. (TOF-

Columna BEH
C18 acquity. ESI
+



127 Rosano,
Thomas

sangre

NH3 (25% en H20).
Evaporado. Reconstitucion
50 pL MeOH en H20 (25%,
1% ac. férmico) Agitado 3
min.

Columnas de extraccion.
Acondicionamiento 3 mL
MeOH + 3 mL H,O + 1 mL
PB (0.1 M pH 6.0)1 mL
muestra + 30 uL IS.
Sonicacién 15 min. 2 mL PB.
Lavado 2 mL H,O + 2mL HCI
(0.1 N) + 2 mL MeOH.
Secado al vacio 15 min.
Elucion 3 mL solvente
(NH4OH/isopropanol/cloruro
metileno 2:20:80).
Evaporacion. reconstituir 150
pL fase movil

UPLC-
TOF/MS.
Validacion
UPLC-
MS/MS

Columna C18
alkyl-bonded.
Modo ESI +. SRM
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Tabla 3. Articulos que usan SPE como método de extraccion con otras técnicas

Ref.

11

24

27

Autor

Baciu,
Tatiana

Bynum,
Nichole

Chantada,
Maria P.

Matriz

cabello

orina

orina

Tratamiento previo

1.5 cm muestra + 2 mL
DCM. Secado. 50 mg +
2mL HCI 0.1 M,
incubacién noche 45°
C. Filtrado por filtro
PTFE, 5 mL H20 miliQ.
200 pyL muestra +
deuterado. + 600 uL PB
(pH6 100 mM),

Preparacion de
polimero sensor.

SPE

Capilar al vacio. 930 bar con
MeOH, SPE en linea. Elucién
con MeOH + 2% CH3;COOH
a 20 mbar x 20 seg

SPE polychrom. Lavado 1
mL H20 + 1 mL HCI (0.1M).
Secado N,. Lavado MeOH 1
mL + 1 mL acetato etilo.
Elucion 1 mL
CHxCly/isopropanol/NH,OH
(80:18:2)
Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB (0.1 M,
pH6), Muestra 1 mL. Lavado
3 mL H20 + 3 mL HCI (0.1M)
+9mL MeOH + 3 mL
NH4OH. Secado al vacio.
Elucion 3 mL
cloroformo/ispopropanol
(4:1). Evaporacion.
Redisolucién en 100 pL
0.1M/0.1M KH2PO4NaOH

Técnica de
deteccion
CE

LDTD-
MS/MS

modified Mn
dopedZnS
quantum
dots,
confirmacioén
HPLC-
MS/MS

Condiciones
Equipo

LDTD-APCI
ionization
interface.

Columna C18
Kinetex 5u.

LOD

0.02
ng/mg

0.5
ng/mL

76 ug/L

LOQ

ng/mg

14 pglL
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72

123

31

39

Hezinova,
vera

Rodriguez
-Lafuente,
Angel

Christodo
ulides,
Nicolaos

Dana,
Kathryn

orina Muestra centrifugada
2680 g 10 min.
Sobrenadante sujeto a
SPE

Orina

saliva

saliva Saliva limpia, afiadida

con cocaina

SCX superclean. 500 uL
orina/H20 (1:1). + 100 uL ac.
100 mM. Acondicionamiento
3mLMeOH +3mLHO+3
mL ac. fosforico. Muestra.
Evaporacion. Lavado 2 mL
ac. fosforico 10 mM + 1 mL
ac. Acético + 2 mL MeOH.
Elucién 4 mL NH3 (3% en
MeOH). Secado.
Reconstitucion 1 mL MeOH
SPME capa delgada. Capa
C18-PAN. Acondicionada
con MeOH/H20 (1:1) 30 min
Proceso de extraccion a
diferentes tiempos en
equilibrio
Acondicionamiento 3 mL
MeOH + 3 mL H0. Muestra
+ 1 mL PB 50%.Lavado 3 mL
H20 + 2 mL acetato potasio
(pH4) + 3 mL MeOH.
Secado. Reconstitucion 0.1
mL acido féormico 1%/MeOH
(96:4)

Acondicionamiento con 1.3
mL MeOH + 1.3 mL H20. 2
mL muestra bombeado 1
mL/min. Secado. Elucién 100
ML Hexano/acetato etilo
(50:50) bombeado 1 mL/min.
25 L de lo colectado, se
carga a capilar SERS activo.

CZE-ESI-MS
(Capillary
Zone
Electrophore
sis)

DART-
MS/MS

p-BNC
(Programma
ble bionano
chip.
Confirmacion
LC-MS/MS

SERS
(Surface
Enhanced
Raman
Spectroscopy
).
Confirmacion
con GC-FID

5 ng/mL

Modo +. Helio
gas acarreador

Columna
Metabasil 3
Basic. Modo El
positivo

UCT C8+ SCX
Clean screen
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6 Antelo,
Angel

Sangre

140 pL muestra + + 10
ML deuterado interno +
100 pL agua ultrapura.
Secado. 5 mL EtOH,
agitado, secado.
Disolucién en
acetonitrilo/H.O/acido
férmico
(80:19.875:0.125)

Acondicionamiento 2 mL
MeOH + 2 mL PB. 1 mL
muestra + deuterado. Elucion
3 mL HO +3mLHCI0.1N,
+ 9 mL MeOH + 3 mL NH4
0.3 M. Secado al vacio.
Eluciéon CHCls/isopropanol
(4:1) 3 mL, evaporado.
Disolucién 40 uL BSTFA-
TMCS (99:1). Derivatizacion
100° C, 20 min

ESI-MS/MS

ESI ion positivo.

3.5
ng/mL
(prome
dio
derivati
zacione
s)
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Tabla 4. Articulos que usan LLE como método de extraccion con Cromatografia de gases

Ref.

20

63

116

140

Autor

Breidi,
Salah

Gambelun
ghe,
cristiana

Pego, A.

Silveira,
Gabriela

Matriz

cabello

Cabello

cabello

leche
matern
a

Tratamiento previo

50 mg muestra, lavado
3mL CHzCLz,

Lavado + 20 uL IS
(1pug/mL). Incubacion 1
mL MeOH toda la
noche. Evaporacion.
ARade PBS.

50 mg muestra + 2 mL
CHxCI2 15 min 37° C.
afade 2 mL MeOH +
IS. Incubacion 18 h, 50°
C. Derivatizacion 100
ML ACN + 2 L piridina
+ 2 uL butilcloroformato

0.5 mL muestra + 50 pL
IS + 0.5 mL buffer
borato (pH 9.0) + 0.25
mg NaCl.

LLE

LLE. 6 mL pentano.
Centrifuga 10 min 2383 g.
Fase organica + 25 puL HCI
2M. Evaporacion.
Reconstitucién 60 uL hexano
LLE. pH 8.
CHCls/Isopropanol (9:1).
Derivatizacion PFPA 50 puL y
PFPOH 30 yL a 80° C 30
min. Evaporacién. 25 uL
acetato etilo para analisis
LPME: fibra propileno 9 cm
sumergida en eter dihexilo x
15 s. Llenar 50-70 uL HCI
0.05 M. Insertar la fibra en la
fase organica de extraccion.
10 min 2400 rpm. Secar.
Reconstituir 50 uL acetato
etilo

LPME: acondicionamiento:
fibra de 8 cm de
polypropileno en octanol 30
seg. Sonicacion con H20.
Sumerge solucion HCI (0.4
M). Agitacion 2400 rpm 30
min. Secado. Derivatizacién
25 uyL BSTFA + 1% TMS +
25 uL ACN 60° C 30 min.

Técnica de
deteccion
Digestion
enzimatica,
confirmacion
con GC-MS

GC-MS

LPME-GC-
MS

GC/MS con
LPME

Condiciones
Equipo

Agilent XL EI/CI
MSD triple axis
detector.
Columna capilar
BP-X5 SIM
Electron Impact
Mode. Equity 5
capilar column.

columna capilar
HP-5ms, modo
SIM

Columna HP-
5MS. Modo SIM

LOD

0.02
ng/mg

0.01
ng/mg

0.1
ng/mg

6 ng/mL

LOQ

0.05
ng/mg

0.02
ng/mg

0.5
ng/mg

10
ng/mL
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29

111

Chericoni,
Silvio

Otero,
Mara

orina

Orina

0.5 mL muestra + 1 mL
H>O + 1 mL Na>COs
saturado.
Derivatizacion 30 uL
TEA+ 30 yL PCF

DUS (dried urine spot).
Filtros 1.5 x 1.5 cm.
Dispersa 20 pL
solucion (140 uL orina
+10 uL IS + 100 pL
H20). Secado 4 h.

LLE. 1 mL CH2Cl./MeOH
(6:4). Centrifugacion. Fase
organica evaporada.
Reconstitucion 50 uL acetato
etilo

LLE. 3 mL acetonitrilo.
Agitado 10 min. Evaporado y
redisolver en 40 pL
acetonitrilo/HO/ac. Férmico
(80:19.875:0.125)::m:
... SPE Acondicionamiento 2
mL MeOH + 2 mL PB (0.1 M,
pH 6). 1 mL muestra (20 pL
IS) Carga 3 mL H,O + 3 mL
HCI (0.1 N) + 9 mL MeOH +
3 mL NH4+OH. Secado al
vacio. Elucién 3 mL
CHCls/isopropanol (4:1).
Evaporado bafio 60° C.
Redisolucién BSTFA-TMCS
(99:1) a 100° C, 20 min

GC-MS

ESI-MS/MS
confirmacion
con GC/MS

15 m RTX 5MS
column (5%
difenil, 95%
polisiloxano).
Modo ElI

GC: Columna
capilar HP-5.
modo SIM

1.4
ng/mL

0.26
ng/mL

4.7
ng/mL

0.87
ng/mL
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Tabla 5. Articulos que usan LLE como método de extraccion con Cromatografia de liquidos

Ref. Autor Matriz

88 Lendoiro, Cabello
Elena

89 Lendoiro, Cabello
Elena

37 D’Avila, Meconio
felipe

74 Jagerdeo, orina

Tratamiento previo

50 mg muestra
lavado 3 veces 2
mL CH2C|2.
Pulverizado.
Incubacion 2 mL
acetonitrilo 50° C
Lavado 2 mL
CH2CI2 x 2 min
(x3). Secado a 70°
C, 40 min.
Pulverizado.
Incubacion 2 mL
acetonitrilo + 50 uL
Is, incubacion 50°
C, 12 h. Centrifuga
4000 rpm 10 min.
Evaporacion.
Reconstitucion 200
ul MeOH.

225 mg muestra +
2 mL propileno. 25
uL estandar + 125
ML MeOH + 125 L
acetonitrilo/ 1% ac.
Foérmico.
Centrifugacién
14000rpm 30 min.
Filtrado PTFE

300 pL muestra +

LLE

LLE. Con Hexano/etilacetato.
SPE

LLE: 4 mL Hexano/acetato etilo
(55:45). Centrifuga 4000 rpm,
10 min. Fase organica
evaporada Reconstitucion 200
Ml MeOH + 2 mL buffer boratos
(pH 9). Y enviado a SPE. SPE:
acondicionamiento 2 mL MeOH
+ 2 mL H»O. Lavado 2 mL
MeOH 5% + 2 mL
H>0/MeOH/NH4OH
(75:24.5:0.5) Secado 10 min.
Evaporado. Reconstituciéon 100
ML fase movil

LLE. 225 mg muestra +
disolvente polar + disolvente no
polar. Filtrado PTFE.

SLE. Muestra + 3 mL cloruro

Técnica de
deteccion
LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS

UPLC-

Condiciones
Equipo
Columna T3
atlantis, MRM

Columna T3
atlantis, MRM

Columna
phenomenex

Kinetex HILIC.

Modo ESI+,
analisis SIM

Columna Cortex

LOD LOQ

2 pg/mg

5ng/mg 15
ng/mg

1 ng/mL
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56

93

156

Eshwar

Fernandez Plasma
, P.

Liu, Plasma
Yongzhen
Valen, A. saliva

25 uL IS + 600 pL
buffer acetato
amonio (0.5M, pH
5) + 100 uL b-
glucuronidasa.
Incubacion 30 min
68° C. Afiade 600
pL H2O + 80 L
NH;OH.

100 mL muestra +
2mL
Piridostigmina
Bromine (0.5 g/mL)
+4.5mLHCI24 N

0.4 mL muestra +
0.8 mL buffer. 200
ML muestra + 10
uL trition-X + 70 pyL
buffer formato

metileno/isopropanol (95:5). 5
minutos reposo. Aiade 4 mL
cloruro metileno/isopropanol
(95:5) x 2. Evaporacion.
Reconstitucion 100 pl
H.O/acetonitrilo (95:5)

DLLME (dispersive LL Micro
Extraction). 500 pl Plasma con
drogas + 3.2 mL acetonitrilo.
Centrifuga 4000 rpm 4 min.
Sobrenadante + 220 uL CHCI3 +
4.5 mL H20 + 50 pL NaOH 0.5M
+ 0.2 g NaCl. Bafo ultrasénico
3.5 min. Centrifuga 4000 rpm 4
min. Evaporacion.
Reconstitucion 100 ul fase
movil.

LLE rango bajo. 10 pl IS + 0.2
mL NaHCOs 1 M + 400 pl
muestra. Extraccion en 2.5 mL
MTBE/cloruro metileno (3:1) 1
min. Centrifuga 1100 g 5 min.
Fase organica evaporada.
Reconstituciéon en 0.4 mL fase
movil

*SLE: elucion 700 yL acetato
etilo/heptano (4:1) X 2. Ahade
30 uL HNO3 0.1% en MeOH.
Evaporado. Reconstitucion 100
puL ACN/H20 (10:90)

HRMS
(orbitrap)

DLLME-
HPLC

LC-ESI-
MS/MS

UHPLC-
MS/MS

C18.

Columna RP18

Columna HILIC,
ESI +, MRM

Columna Acquity
BEH C18, ESI

13.9
ng/mL

0.018
ng/mL

46.2
ng/mL

0.01
ng/mL

0.182
ng/mL
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170

53

Zancanaro saliva

, lIvomar

Feliu,
Catherine

sangre

amonio

100 pL muestra +
10 pL acetonitrilo +
IS.

LLE: 0.5 mL muestra + 50 yL LC-MS/MS
(NH4)2CO3 + 1.3 mL acetato

etilo/hexano (4:3). 1 mL de la

fase organica evaporacion y

reconstituir en 250 pL fase movil

+1S

LLE. 500 yL CHCIz + 500 pL UPLC-
etilacetato + 20 uL NaCOs; buffer  MS/MS
(20%). Centrifuga 10000 g 5

min. Fase organica evaporada.
Reconstitucion 200 yL H2O

Columna Luna 0.26
C18, ESI + ng/mL
columna HSS 0.09 ug/L
T31.8 uM. Modo

ESI+, MRM.

0.52
ng/mL

2.5
ug/L
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Tabla 6. Articulos que no usan método de extraccion con Cromatografia de gases

Ref.

45

67

77

110

119

49

94

Autor

Dufaux,
bertin

Gryczynski,
Jan

Joya,
Xavier

Orfanidis,
A.

Poon, S.

Arroyo,

Amparo

Ellefsen,

Kayla

Lopez,
Viorica

Matriz

cabello

Cabello

Cabello

cabello

cabello

saliva

saliva

otro

Tratamiento previo

3 cm muestra, lavado 5 mL CHxCl> 10 min
(x2). + 10 yL estandar interno. Incubacion 18
h, 45° C. Evaporacién. Derivatizacion 25 L
MBTFA. Incubacion 90° C, 1 h.

Lavado 1.5 mL H2O x3. Ahade 1 mL MeOH +
20 uL IS. Ultrasonicado. Secado.
Derivatizacion BSTFA + 1% TMCS

10 mg muestra lavado 1 mL DCM (x2) 1 min.
Secado. 1 mL MeOH. Cortado. Incubado 18 h
56° C. Evaporacién. Reconstitucion PBS

1 mL muestra + 4 mL PB, centrifuga 10000
rpm, 10 min,

Muestra colectada en aparato especial:
DrugTest 5000 cassette

Técnica de
deteccion
ELISA;
confirmacion
GC-MS

GC-MS

EMIT,
confirmacion
GC-MS
GC-MS

ELISA,
confirmacion
con GC/MS
GC/MS

Prueba
rapida.
Confirmacion
GC-MS
GC-HRTOF-
MS

Condiciones
Equipo

Columna HP-5 MS,
modo SIM

columna capilar
HP-5ms, modo
SIM

ion trap, electron
impact ionization.
Columna VF-5
(95%methyl
suilicone, 5% fenil),
deteccion MS

Columna HP-5 MS,
modo SIM. MPPI
con VUV (vacuum
ultraviolet)

LOD

0.005
ng/mg

0.5
ng/mg

0.37
ng/mg

0.13
ng/mg

25
ng/mL

LOQ

0.0028
ng/mg

10
ng/mL

9.6
ug/mL
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Tabla 7. Articulos que no usan método de extraccion con Cromatografia de liquidos

Ref.

15

4l

14

21

41

84

Autor
Beck.
Olof

Henkel,
K.

Alves,
Marcela

Baumgart
ner,
Markus

Broecker
Sebastian

Di Corcia,
D.

Koster,

Matriz

Aliento

Biofilm dental

Cabello

cabello

Cabello

cabello

cabello

Tratamiento previo

Filtro polimero + 7 mL MeOH + 100 L
standard (1 ng MDMA-d5 + 5.1 ng THC-d3).
Bano ultrasénico 5 min. Sobrenadante + 1 ml

MeOH. Secado.

Muestra + 500 mL ACN + 10 mL IS
ultrasonido. Evaporacion. Ahdade 100 pL 2-
propanol/HCI (3:1). Evaporacion. Reconstituir

en solvente

Lavado 1 mL CH2Cl; + 1 mL MeOH. 5 mg
muestra + deuterado. Final 0.1 ng/mg + 100 uL
HCI 0.1 M, incuba noche 45° C. Centrifuga

Lavado 15 mL H2O (2 min) + 10 mL acetona (2
min) + 10 mL hexano (2 min). Secado, cortado.
Extraccion 5 mL MeOH (16 h, ultrasonicacion),
+ 3 mL MeOH (50 uL HCI 33%), (3h,
ultrasonicacion). Secado. Reconstituir 50 uL
MeOH + 500 yL Formato amonio (0.2 mM)

0-6 cm muestra. Lavado 1 mL H2O + 1 mL
acetona (x2). 20 mg muestra + 5 yL
deuterado. 18 h incubacion con 0.5 mL
MeOH/Acetonitrilo/formato amonio 2mM
(25:25:50). Fase liquida incubada con 0.5 mL

misma mezcla 18 h.

50 mg muestra lavado 2 mL CH2Cl, (x2).
Secado, cortado. + 2 yL estandar interno + 2
mL MeOH. Incubacién 15 h 55° C. Fase
organica recolectada.

Lavado 3 veces con 3 ML DCM 10 min.

Técnica de
deteccion
LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-QTOF-
MS

UHPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

Condiciones
Equipo

UPLC; ESI mode,
ion positivo.
Columna C 18
BEH

Columna PFP , ESI
+

Agilent 6460 triple
quadrupolo,
electrospray ion,
modo ion positivo
Qttrap 3200 Turbo
V ion source, modo
ESI. Columna de
separacion Synergi
POLAR-RP 80 A

LC-QTOF-MS. ESI
mode. Columna
Zorbax eclipse C18
MS mode.

Columna BEH
C18, modo ESI +,
modo SRM

Triple quadrupolo.

LOD

0.2 pgon
column

25
pg/mg

0.001
ng/mg

0.011
ng/mg

LOQ
0.6 pg

on
column

10
pg/mg

0.1
ng/mg

0.003
ng/mg

0.03
ng/mg

30
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85

86

91

101

104

108

120

Remco

Kronstran
d, R.

Kronstran

d, Robert

Leung, K.

Miyaguch
i Hajime

Morris-
Kukoski,
Cynthia

O’byrne,
Paul

Pragst,
Fritz

cabello

Cabello

Cabello

cabello

cabello

cabello

cabello

Evaporacion. Reconstitucion en 1.5 mL
solvente. Evaporacién. 1.5 mL solvente + 50
bolas de acero, sonicacion 30 Hz 30 min.
Sobrenadante tomado.

Lavado 2-propanl x 15 min. 3 lavados con
buffer fosfatos 30 min. Extraccion con
buffer/solvente 37° C 18 h.

20 mg muestra. Incubacion en 500 pl
MeOH/acetonitrilo/buffer formiato (10:10:80)
18 h.

Lavado acetona + 0.1% SDS. Secado. Afade
MeOH/ACN/formato amonio 8% (25:25:50).
Secado. Reconstitucion 50 yL ACN 3% y acido
férmico 0.1%

0.2 mg muestra + 4 pL IS (10 mg/mL) + 50 uL
formato amonio (pH 3.5, 0.1 M). Agitado y
pulverizado. Filtrado membrana PVDF

12 mg muestra + 2 mL PrOH. Vortex, 15 min,
37° C. afiade 2 ml PB (0.01 M con 0.1% BSA)
30 min, 37° C (x2) Solucion digestiva (pH 5.5)
1 mL 37°C, 12 h.

1 mL muestra centrifugado 4000 rpm 5 min.
100 pL + 900 pl H20

Lavado H»O y acetona (x2). Secado. 0.5 mL
MeOH/ACN/formato amonio (25:25:50) + IS.
Incubacion 18 h 37° C. Centrifuga.
Sobrenadante 0.5 mL misma mezcla, 18 h.
Ambos extractos unidos.

UHPLC-
MS/MS

HPLC-
TOF/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS
linear ion
Orbitrap
LC-MS/MS

LC-MS/MS y
RP-HPLC

LC-QTOF-
MS

ESI + Columna

HyPURITY

Columna silica T3

columna T3 silica.

Columna Zorbax
eclipse C18, ESI +

Columna UK-C18,

SRM y MRM

Columna C8

Waters Xbridge.

MRM, ESI +

Columna Xterra
XP18, Gemini C18
y Allure PFP propyl
Columna Zorbax
Eclipse C18, ESI +

0.2
ng/mg

(Treshol

d)

250
pg/mg

pg/mg

0.10
ng/mg

0.10
ng/mg

250
pg/mg

ng/mL
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129

139

25

78

22

58

40

126

Rubio,
Nelida

Shah,
lItaf

Bystrows
ka, Beata

Joya,
Xavier
Bujak

Fiorentin,
T.

de Jager,
Andrew

Rosano,

cabello

cabello

Higado

Meconio

orina

orina

orina

Orina

0-6 cm muestra. Lavado 1 mL H2O + 1 mL
acetona (x2). 20 mg muestra + 5 uL
deuterado. 18 h incubacién con 0.5 mL
MeOH/ACN/formato amonio 2mM (25:25:50).
Fase liquida incubada con 0.5 mL misma

mezcla 18 h.

Lavado CH.Cl,. 20 mg muestra incubado con
NaOH 1 M 95° C, 5 min. Neutralizacion HCI 1
My afade 2 ml PB 0.2 M. Extraccién con

hexano

Organos periféricos. 10 mg tejido + 250 pg
CHCL3/MeOH (2:1). 0.15 mL + 2uL estandar
interno. + 250 uL Na;COs; (0.1M) Centrifuga 10
min, 2000 g. Fase organica evaporada,
reconstituida 40 pL acetonitrilo

Concentrado y eluido con polimeros
disefiados, mezcla MeOH/NH3 (19:1)

200 pL muestra + 10 pL IS + 100 uL ACN

Solucién estandar de calibracion: diluciones en
MeOH/H>0 (1:1). 100 yL + 100 pL orina + 20
ML estandar interno + 400 uL MeOH/H20
(40:60, con 10 mM acetato amonio)

HPLC-
MS/MS

LC-MS/MS
con DYN-
MRM

LC-MS/MS

UPLC-
MS/MS
Polimero
disenado.
HPLC-
TOF/MS
LC-MS/MS

LC-MS/MS

UPLC-
MS/MS

Columna HILIC, 0.02
ESI +, MRM pg/mg

Columna Zorbax 0.25
Eclipse C18, ESI+ pg/mg

LiChrisopher 60
RP-select column.
Positive elctrospray

mode.
1.5 ng/g
Columna Ascentis
express C18, ESI +
Columna HILIC, 1 ng/mL

modo ESI +
Columna Thermo
AQUASIL C18. ESI
+, sMRM. Tres
modos: Trap, Elute
y Flushvariando
gradientes en las
bombas y en las
columnas
Columna Acquity
BEH

0.06
pg/mg

5 ng/g

ng/mL
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135

137

155

57

146

172

46

Schaefer,
Nadine

Sena,
Lais

Tsai, Lin

Fiorentin,
T.
Strano-
Rossi,
Sabrina
Zheng, Y.

Anzilloti,
Luca

Dulaurent
, Sylvain

orina

orina

orina

saliva

saliva

saliva

sangre

sangre

500 uL muestra + 450 pL buffer acetatos (0.1
M, pH 4) + 25 L IS. Ahade 50 pL b-
Glucuronidasa/arylsulfatasa. Vortex.
Incubacion 90 min 40° C. Centrifuga 3500 g 8
min.

4 ml muestra + 2 mL buffer fosfato sodio (pH
10, 0.5M) + NaCl (20%). ARade 150 yL ACN
(con 30 L 1-dodecanol). Centrifuga 4000 rpm
15 min. Gotitas solidificadas se separan para
centrifuga 4000 rpm 5 min. La capa fina
superior se toma para HPLC

100 pL muestra + 400 pL H20. Centrifuga
15000 g 5 min.

100 uL muestra + 10 yL IS + 70 L buffer

250 pL muestra diluido en 3 buffer. Afiade 25
ML MIXDRRUGS-D3

Muestra recolectada en parche comercial. 150
ML + 40 pL IS + 100 yL ACN. Vortex. 200 pl
MeOH

1 mL muestra + 10 uL B-glucuronidasa (pH 4-
5), reposo 8 h 40° C (solo mezcla). 100 pL
Buffer carbonatos + 10 uL deuterado.

100 pL sangre + EDTA + 20 yL estandar
interno + 200 uL ACN. Reposo 10 min. Anadir
sales QUECHERS (4 mg MgS0O./1 g NaCl/1 g
citrato sodio dihidratado/0.5 g citrato sodio
sesquihidratado). Centrifuga 10 min 18 200 g.
50 uL dilucion 1/3 en formato amonio
5mM/buffer acido formico 1%

LC-MS/MS

DLLME-
HPLC

UHPLC-
QTOF-MS
LC-MS/MS

UHPLC-ESI-
MS/MS

UPLC-
MS/MS

UHPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

Columna Thermo 4.9
Fisher Hypersil ng/mL
Gold aQ. ESI +

Columna Zorbax
Extend C18

Columna Poroshell  15.7

C18, ESI + ng/mL
Columna HILIC, 1.7
modo ESI + ng/mL

Columna Kinetex 1 ng/mL
C18

Columna Acquity
BEH C18, ESI

triple quadrupolo, 0.5
MRM, columna C ng/mL
18 Kinetex

Triple quadrupolo,

modo ESI +, modo

MRM. Columna DB

PFPP

24.4
ng/mL

4.25
ng/mL

ng/mL
0.5
ng/mL

ng/mL

ng/mL
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109

130

134

154

173

83

odoardi,
Sara

Ruiz-
Colon,
Kazandra

Saussere
au, E.

Thomas,
Andreas

Zhu,
Kevin

Koster,
Remco

sangre

sangre

sangre

sangre

Sangre

sudor

Cartuchos DBS. 100 pL muestra + 10 yL IS.
30 uL en cada tarjeta (3 gotas). Secado 2 h.
Disco de 3 mm removido con muestra,
sumergido en 900 pL MeOH (0.1% ac.
Férmico). Reposo 1 h. Centrifuga 4000 rpm 5
min. Sobrenadante evaporado. Redisuelto en
100 pL H20 (0.1% ac. férmico)

0.25 mL centrifuga. 0.75 mL ACN (con 0.2
mg/L IS). Vortex 10 s, -20° C 10 min.
Centrifuga 8000 rpm 10 min. Sobrenadante
evaporado. Reconstituido 0.1 mL &cido férmico
1% en H20O. Centrifuga 4000 rpm 2 min

100 uL sangre diluida 1:10 con 100 uL IS +
800 uL H20. Vortex. Centrifugacién 13500 g 5
min. Afade 400 pL H2O a 100 pL de
sobrenadante. Para DBS 30 uL muestra sobre
papel filtro, secado toda la noche. Cortar disco
3 mm diametro y suspender en 150 pL H>.O
con 1ng/mL IS

20 pL sangre en tarjeta DBS. 2 h secado.
Anade 2 pL IS + 100 yL MeOH + 400 pL
TBME. Bafo ultrasdnico 45 min, centrifuga
13000 g 5 min. Sobrenadante extraido. 300 uL
acetona 30 min ultrasonicacion. Ambos
solventes combinados y evaporados.
Reconstitucién en 35 uL ACN/H20 (65:45)
Lavado 0.1% dodecyl sulfato de sodio, H.O y
acetona (15 mL). 2 mg muestra + 0.5 mL sol.
Extraccion (MeOH/ACN/formato amonio 20
mM 25:25:50). Centrifuga 15000 g 6 min.
Evaporar. Reconstituir 50 yL H,O/ACN (97:3)
Parches de sudor. Extraccion con agitacion x
10 min con 1.5 mL MeOH/formato amonio (20

UHPLC-
MS/MS

UPLC-
MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS
combina
HCD + MS +
quadrupole
mass filter

nano-HPLC-
MS/MS

parches de
sudor,

Columna C18
superficie porosa
Kinetex. ESI +

Columna aquity
HSS T3. Modo ESI
+. MRM

Columna Oasis
HLB. Fase reversa
Atlantis C18

Columna Hypersil
Gold C18

columna Zorbax 80
SB-C18

columna
HyPURITY

0.5
ng/mL

1 ng/mL

1 ng/mL

0.05
ng/ml

0.1
pg/mg

bg/mL

10
ng/mL

0.25
ng/mL

0.2
pg/mg

3
ng/parc
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13

87

148

Bassan,
David

Krumbieg
el, F.

Sykutera,
Marzena

suero

unas

unas

mmol, pH 7) (50:50)

50 pL muestra + 50 pL deuterado (250 ng/mL)
+ 150 pL MeOH. Filtro membrana celulosa

20 mg muestra + H,O + acetona. Lavado x 2.
pulverizado. 5 pL IS + 500 uyL MeOH/ACN/H,0O
(25/25/50). 800 rpm 18 h, 40° C. sobrenadante
repite procedimiento.

Lavado 5 mL H2O (x2) + CH.Cl; (x3). Bafio
ultrasonico 10 min. 3er lavado de CH.Cl, se
recupera. Evaporacion. Redisuelto 100 uL
MeOH para contaminacion. 50 mg muestra +
50 pL IS + 2 mL HCI (0.1M). Incubacién 10 h
56° C. Centrifuga. Extraccién 5 mL
CHCls/isopropanol/heptano (50:17:33) + 2 mL
PB (1 M pH 8.4). Bafio ultrasénico 30 min.
Evaporacién. Redisolucién 200 uL MeOH

confirmacion
con LC-
MS/MS
HPLC-
MS/MS

UHPLC-

MS/MS

LC-ESI-
MS/MS

aquastar, ESI +

Q Trap linear ion,
turbo ion spray
interface. Columna
analitica PFP
propyl Allure (50 y
150 mm). MRM
Columna kinetex
C18, MRM

Columna Zorbax
Eclipse C18, ESI +

2.3
ng/mL

4.4
pg/mg

0.1
ng/mg

he
8.7

ng/mL

7.2
pg/mg

0.5
ng/mg
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Tabla 8. Articulos que no usan método de extracciéon con otros métodos de analisis

Ref.

10

33

34

47

59

60

Autor

Baciu, T.

Cuypers,
Eva

Cuypers,
Eva

Duvivier,
Wilco

Flinders,
B.
Flinders,
Bryn

Matriz

cabello

cabello

cabello

cabello

cabello

Cabello

Tratamiento previo

2 ml CH2Cl2 5 min (x2). Secado bajo flujo de
nitrégeno a temp. Ambiente. 100 mg + 1 g
tierra diatomea. Extraccion H,O + HCI 37% a
80° C. Arade 50 pL NH4sOH 28%. Filtrar 2 mL
Frotado con cocaina en polvo o con cocaina
base en HCI x 5 h. Pegado en portaobjetos.
Solucién 10 mg/mL CHCA en ACN/H0
(70:30)

Frotado con cocaina en polvo o con cocaina
base en HCI x 5 h. Pegado en portaobjetos.
Solucién 10 mg/mL CHCA en
acetonitrilo/agua (70:30). Blanqueado con
crema con 9% H20; (5,15,60 min)

Lavado 5 mL CH2CL> (x2) por 5 min. Secado.

Lavado 10 mL CH2Cl x 2.

2 lavados 10 mL CH2Cl.. Cortado y montado
en una placa de vidrio ITO (Indium Tin

Técnica de
deteccion
PLE on line
SPE/CE

MALDI (Matrix
assisted laser
desorption ion
mobility
tandem mass
spectrometry)
MALDI (Matrix
assisted laser
desorption ion
mobility
tandem mass
spectrometry)
DART-HRMS
(Direct Analisis
in Real Time,
High
Resolution
Mass
Spectrometry,
confirmacion
LC-MS/MS
MALDI-MS/MS

MALDI-
MS/MS,

Condiciones
Equipo
CE capilar

Modo ion positivo,
modo transmision
con modulo X-Z

modo ion positivo

CID, modo ion
positivo. (MALDI).

LOD LOQ

0.10
ng/mg
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oxide).. confirmacion Columna BEH
con LC- C18, ESI+,
MS/MS
118 Poetzsch, cabello Lavado 15 mL H>O + 10 mL acetona + 10 mL = MALDI-MSI,
Michael hexano. Agitado 2 min. Fijado en plato para confirmacion
MALDI. Para LC, 50 uL fase movil A/B con LC-
(85:15). Fase A: buffer formiato (10 mM, pH MS/MS
3.5) Fase B: ac. Formico (0.1% en ACN).
Centrifuga 11180 g. 15 h reposo.
12 Baliley, huellas Huella sobre vidrio, congelada. 0.5 uL BZE MALDI MALDI ion mobility
Melanie (100 pg/mL) + MeOH/H20 (1:9) + 1:1 a- MS/MS. Transfer
CHCA/ACN (0.5%) (70:30) fragmentation,
32 Costa, C. Huellas Huellas tomadas sobre un papel PS-MS (paper
cromatografico. Lavado con HCI 0.1% + spray mass
MeOH/H.0 (50:50) spectrometry)
142 Skriba, A.  Huellas NALDI-MS/MS
157 Van der huellas Anade 20 mL MeOH. Vortex 5 min. cEIA, 0.162
Heide, Evaporacion. Reconstitucion 0.5 mL PB (10 confirmacion ng/ml
Susan mM pH 7.4) con 2% MeOH con LC-
MS/MS
44 Dos leche 500 uL muestra + 500 yL H20 + 200 uL CNT (carbon Columna capilar 1.6 5.0
Santos, R. materna modificador + 1 mL ac. Tricloroacético 20%. nano tubes) Rtx-5ms ng/mL ng/mL
Sobrenadante + 3mL buffer pH 8.0 + 9 mg
MCNT. Secado. Ahade 250 uL ACN.
Separaciéon por magneto.
8 Armenta, Nasal Muestra en 1.5 mL MeOH. IMS jonizacion
Sergio radiactiva 63 Ni.
lon positivo,
membrana de
teflon
152 Taylor, I. neuronas electroquimico
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26

62

79

81

82

Carreiro, orina
Stephanie

Galano, E. Orina

Kim, S. Orina
Konhler, orina
Isabelle
Kohler, Orina
Isabelle

pH 9. 1 mL muestra + 1 mL CHCI3.
centrifuga 30 min 4° C. Fase organica

analisis

Centrifuga, filtrar. Disolver en MeOH a

concentracion 1 mg/mL

4 mL muestra + 1 mL NaOH + 1400 pL
isopropanol + 600 uL CH2CI2. Centrifuga
10000 rpm 5 min Fase organica. + 10 pL
HCI/MeOH (1:99). Secado. Reconstituir en

30 uL BGE/H20 (1:9)

Biosensor

MALDI-MS/MS

DXLink,
EZCup, Multi4
card.
Inmunoensayo
s de anclaje
competitivo.
CE-TOF-MS

CE-ESI-TOF-
MS combinado
con DLLME

El biosensor mide
EDA
(ElectroDermal
Activity),
temperatura de la
piel y movimientos.
Mide cambios en
temperatura
(vasoconstriccion),
estimulantes
actividad, etc.

50 ng/mL

Cefused silica
capillary.
Acondicionamiento
MeOH, H20 y
NaOH (5 min c/u).
TOF-MS en modo
ESI +, triple tube
sprayer.

Cefused silica 5 ng/mL
capillary.
Acondicionamiento
MeOH, H20 y
NaOH (5 min c/u).

10
ng/mL
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99

105
165

169

30

36

96

106

145

151

168
69

Meng, J.

Moslah, B.

Yamini,
Yadollah
Yu,
Mingming

Christodo
ulides,
Nicolaos
D Elia, V.

Ma, Dik-
Lung
Munoz,
Eva

Sorribes-
Soriano,
A:

Tavares,
L.
yu, H.

Guinan, T.

orina

orina
orina

plasma

saliva

Saliva
Saliva

Saliva

Saliva

Saliva

Saliva
sangre

0.5 mL orina + 30 yL NaOH 2% + 100 yL
hexano

200 yL + 20 UI'IS + 1000 pL hexano .
Centrifuga 1000 rpm 10 min Evaporar.
Reconstituir 50 pL fase movil

Saliva recolectada en filtros. Mezclada con
cocaina y medida directamente

1 mL muestra disuelta en 3 mL buffer prueba.
Centrifuga 6000 rpm 25° C, 30 min. Dividir 2
alicuotas 2 mL, una diluir en 2 yL BZE vy diluir
1:4, 64 y 256.

500 pyL muestra + 100 pL buffer amonio.
Anade MMIP. Lavado 1 min. 500 pyL H>O +
500 uL CH3CI. Elucién 0.2 mL acido acético
en MeOH (5%) 5 min.

Raman

inmunoldgicos
HF-LPME

UPLC-FLD
p-BNC
(Programmabl
e bionano chip
UV-Raman

Luminiscencia

Inmunoensayo

IMS

PS-MS/MS

fluorescencia
SALDI-MS

TOF-MS en modo
ESI +, triple tube

sprayer.

Columna HP-5MS

Columna

ACQUITY UPLC

BEH C18

Funciona como un

inmunoensayo.

239 nm en rango

500-1900 cm-1

Equipo MALDI.

Modo RP. Laser a

200 Hz.

0.05
Hg/L

1.3
ng/mL

0.27
ng/mL
50 nm
20 ng/mL
(medido
en agua)

10
ng/mL

4 ug/L

4 ug/L

1.0
ng/mL
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171

51

122

128

143

153

159

107

Zhang,
Kai
Emrani,
Ahmad

Rauf, S.
Roushani,
Mahmoud

Smolinska
-Kempisty,
K.

Thibert,
Valerie

Vidal,
Juan

Nakayama
, H.

Sangre

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Otro

50 uL muestra + 125 L acetonitrilo
(sedimentacion proteinas). Incubacion 4° C
1h. Centrifuga 9500 g 10 min.

Ajusta pH 3-11. 1 mL muestra + 1 mL MeCN
(50%). Centrifuga 6000 rpm 4C. IS a 1pg/mL.
Carga 0.5 mL al MIP.MIP: Lavado 1 mL
MeCN. Elucién 2.25 mL MeOH/ac. Acético
(95%). Evaporacion. Reconstitucién 200 L
fase movil

500 pl muestra ultrafiltrado (membrana
celulosa y polisulfona)Centrifuga 14000 g 10
min)

DNA

Fluorescencia. @Aptasensor 209 pM

inmunoensayo
Microscopia
TEM, SEMy
AFM.
Espectrofotom
etria UV e IR
potenciomeétric
o}

MPI Columna Waters
Symmetry Shield
RP18. ESI +

mpEIA 0.06
ng/mL

fluorescencia
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Anexo 2. Método analitico propuesto para la deteccion de cocaina y sus

metabolitos en orina mediante HPLC-MS/MS

1 Equipo e instrumentos.

>
>

Columna Kinetex 5um EVO C18 50 x 2.1 mm

Cartuchos de Extraccion en Fase Sélida (SPE) Strata™-X-Drug B 33um

Polymeric Strong Cation, 30mg/3 mL,

Espectrometro de Masas, Applied Biosystems 3200 Q Trap LC/MS/MS

Systems
Cromatografo de liquidos HPLC Agilent 1100 series
Software Analyst 1.4.2. Applied bisystems

2 Material de laboratorio.

» Matraces volumétricos de 25 mL, 50 mL, 100 mL
» Vasos de precipitados de 50 mL
» Pipetas volumétricas de 1 mL, 5 mL
» Pipetas Pasteur
» Viales
» Agitadores
» Balanzas
» Potenciémetro
» Bafo Maria
» Sistema Manifold de vacio
3 Reactivos.
» Acetonitrilo (Grado HPLC)
> Acido Férmico (Grado HPLC)
» Buffer Acetatos (pH 6, 100mM)
» Agua (grado HPLC)
» Estandar de Hidrocloruro de Cocaina o Benzoilecgonina
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4 Preparacion de soluciones.

Fase Movil:
+ Fase Movil A: Agua + acido férmico 0.1% viv

» Fase Movil B: acetonitrilo + acido férmico 0.1% v/v

Buffer Acetatos:

Disolver 8.709 g de Acetato de sodio + 3 mL de acido acético glacial en 1 litro

de agua. Ajustar a pH =5 (£0.2)
Solucion estandar Cocaina

Concentracion de 10 mg/mL en acetonitrilo

5 Procedimiento

HPLC
(condiciones en Identificacion en
IEEVAE)) espectro de masas.

Adquisicion: 4.1 min

Evaporary
Tratamiento SPE de reconstituir en
acuerdo a tabla 1 Fase Mdvil A:B
(90:10)
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Tabla 1. SPE Cocaina en Orina

Pretratamiento

Lavado 1
Lavado 2
Secado

Elucion

Tabla 2 Condiciones del equipo

2 mL muestra + 2 mL buffer acetato
sodio (100 mM, pH 5). Vortex

2 mL de HCI (0.1 N)

2 mL Metanol

10 minutos en vacio (Manifold)

2 mL Acetato de

etilo/Isopropanol/Hidréxido de Amonio

(70:20:10)

HPLC

Equipo Agilent 1100 series HPLC Value
System

Columna Columna Kinetex 5um EVO C18 50 x
2.1 mm

Temperatura de Columna 25°C

Temperatura de Muestra 25°C

Volumen Inyeccion 5puL

Flujo 450 pL

Tabla 3. Perfil del gradiente para eluciéon de la muestra en HPLC

Gradiente de Tiempo (min) Fase Movil A Fase Mévil B
elucién (%) (%)

1 0 90 10

2 2 30 70

3 2,1 5 95

4 2,3 5 95

5 2,31 90 10

6 4,1 90 10
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Condiciones del equipo Espectroscopia de masas

Equipo

Software

Modo de Ilonizacion

Voltaje de Capilar

Voltaje Cono

Cono Offset

Temperatura de Solvatacion
Gas de Solvatacion

Gas Cono

Modo de Adquisicion

Applied Biosystems3200 Q Trap
LC/MS/MS System

Analyst 1.4.2

ESI Positivo

5.5 kV

27V

400 °C

MRM
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Glosario

Analito: Componente especifico de una muestra a medir

Especificidad: La capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente al analito de interés y no a otros componentes de
la muestra

Estabilidad analitica de la muestra: Propiedad de una muestra preparada, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién del analito, después de
almacenarse por un tiempo y condiciones determinadas

Exactitud, a la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia;

Linealidad, a la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra;

Limite de deteccién, a la minima concentracion de un compuesto en una
muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado,
bajo las condiciones de operacion establecidas;

Limite de cuantificaciéon, a la concentracion mas baja del compuesto que
puede cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el
método;

Matriz biolégica, al material de origen biolégico en el cual se encuentra la
sustancia de interés;

Método: grupo de procedimientos involucrados en la coleccién, procesamiento,
almacenamiento, y analisis de uno o varios compuestos a analizar en una
muestra biolégica

Método analitico: descripcién de la secuencia de actividades, materiales y
parametros que se deben cumplir para llevar a cabo el analisis de un
componente especifico de la muestra.

Método normalizado: Proceso de medicion robusto donde pequenas
variaciones en el procedimiento no deben producir de forma imprevista grandes
variaciones en los resultados.

Muestras control, a las muestras de concentracion conocida que se
cuantifican durante la corrida analitica para corroborar la validez del método;

Precision, al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto, se evalua como repetibilidad vy
reproducibilidad;

Protocolo, al documento que establece los objetivos, procedimientos y
métodos que se utilizaran para realizar un estudio y analizar los datos
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obtenidos. El protocolo debe definir la forma en que se cumplira con los
requerimientos regulatorios;

Protocolo de validacidon: Descripcién de pruebas especificas para demostrar
que un proceso da resultados que cumplen con los criterios preestablecidos de
manera consistente.

Robustez: Es la medida de la capacidad del método analitico de permanecer
inalterado por pequefias, pero deliberadas variaciones (efecto de cambio en las
condiciones) en los parametros del mismo, proporcionando un indice de su
confiabilidad durante su uso normal

Selectividad, a la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos
que pudieran estar presentes en la muestra;

Sensibilidad: Es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a
un cambio en la concentracidn del analito. Es la pendiente del intervalo de
trabajo y cuanto mayor es esta, mayor es la sensibilidad del método.

Tolerancia: Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por el
andlisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de
operacion. La robustez y la tolerancia son conceptos diferentes, ya que el
primero se refiere a la influencia de factores internos del método, mientras que
la tolerancia se refiere a factores externos del método.

Validacion, a la evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el propdsito para el que fue disefiado

Validacion del método analitico: Proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para la aplicacion analitica deseada.
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Lista de Abreviaturas

EME — Ecgonina metil ester

BZE — Benzoilecgonina

NCOC - Norcocaina

AEME - Anhidroecgonina metil ester

IR — Infrarrojo

MS — Espectroscopia de masas

GC-MS - Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
SPE - Extraccion en fase sélida (Solid Phase Extraction)

LLE — Extraccion en fase liquida (Liquid-Liquid Extraction)

ACN - Acetonitrilo

SIM — Monitoreo de un solo ion (single ion monitoring)

SRM — monitoreo selectivo reaccién (Selected reaction monitoring)
LC-MS - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

ELISA — Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (Enzyme Linked

ImmunoSorbent Assay)

LOD - Limite minimo de deteccion

SPME — Micro extraccion en fase sélida (Solid Phase Micro Extraction)
GC - Cromatografia de gases

LC — Cromatografia de liquidos

LOQ - Limite minimo de cuantificacion

DBS - Punto de sangre seca (Dried Blood Spot)

HRMS — Espectrometria de masas de alta resolucion (High Resolution Mass

Spectrometry)
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UPLC — Cromatografia de liquidos de alta resolucion (Ultra Performance Liquid

Cromatography)

TOF — Tiempo de vuelo (Time of Flight)
NaOH — Hidroxido de sodio

MeOH — metanol

MALDI — Desorcién/ionizacion mediante laser asistida por matriz (Matrix

Assisted Laser Desorption/ionization)
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