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Pruebas
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biologicos




Importancia de las pruebas
toxicologicas en medicinay
forense

* En medicina, ayudan a
determinar la causa de
Intoxicaciones, sobredosisy
efectos adversos de
medicamentos, permitiendo
un tratamiento adecuado.



Importancia de las pruebas
toxicologicas en medicinay
forense

* En el ambito forense, son
esenciales para investigar la
causa de la muerte, identificar
sustancias que contribuyeron a
un crimen o accidente, y
establecer la presencia de
drogas en casos legales, como
en el dopaje deportivo.



Clasificacion general de agentes toxicos

METALES PESADOS SOLVENTESY RADIACION Y DIOXINAY PESTICIDAS
VAPORES MATERIALES FURANOS
RADIACTIVOS

TOXINAS TOXINAS ANIMALES
VEGETALES



Clasificacion por caracteristicas

e Efecto en los organos diana (higado, rindn, sistema hematopoyético)
* Uso (pesticida, solvente, aditivos alimentarios)

* Fuente del agente (toxinas animales y vegetales)

* Efectos (mutacion causante del cancer, lesion hepatica)

* Estado fisico (gaseoso, polvo, liquido)

* Condiciones para el etiquetado (explosivo, inflamable, oxidante)

* Quimica (amina aromatica, hidrocarburo halogenado)

* Capacidad de envenenamiento (sumamente toxico, muy toxico,
levemente toxico)



Tipos de pruebas toxicologicas: cualitativas
VS cuantitativas

* Las pruebas cualitativas determinan la presencia o ausencia de
una sustancia (analito), mientras que las pruebas cuantitativas
miden la cantidad de esa sustancia en la muestra. Las pruebas
cualitativas son utiles para detectar la presencia de drogas,
mientras que las cuantitativas proporcionan informacion sobre la
concentracidon de la droga



Pruebas cualitativas

* Indican si una sustancia esta presente o no en la muestra.

 Ejemplos comunes son las pruebas de deteccion de drogas en
orina, gue a menudo reportan resultados como "positivo" o

"negativo'.
 Pueden ser mas rapidas y menos costosas que las pruebas
cuantitativas.

* A menudo se utilizan como pruebas de deteccidn iniciales.



Pruebas cuantitativas

* Miden la cantidad o concentracion de una sustancia en la
muestra.

* Proporcionan informacion mas detallada sobre la exposicion a la
sustancia.

e Se utilizan para confirmar resultados de pruebas cualitativasy
para determinar la gravedad de la exposicion.

 Pueden ser mas complejas y costosas que las pruebas
cualitativas.
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Pruebas toxicologicas
en fluidos biologicos

* Las pruebas toxicoldgicas
en fluidos biologicos son
herramientas esenciales
para la medicina, la
investigaciony la
seguridad, permitiendo
detectar, cuantificary
evaluar los efectos de
diversas sustancias en el
cuerpo humano en una
amplia gama de
situaciones.




Sangre, orina'y
cabello como
matrices




Sangre

* Caracteristicas bioquimicas de la sangre

* Incluyen electrolitos, enzimas, lipidos,
proteinas, glucosa, hormonas, vitaminas 'y
minerales.

* La sangre actua como un medio de transporte,
distribuyendo las sustancias a diferentes
organos y tejidos, lo que permite la deteccion
y cuantificacion de toxicos y sus
metabolitos. Ademas, la concentracion de
sustancias en sangre puede correlacionarse
con la gravedad de la intoxicacion y ayudar a
establecer medidas terapéuticas.




Ventajas de la sangre
como matriz toxicoldgica

* Ofrece alta correlacion con
efectos clinicos y permite
cuantificacion precisa.

* La sangre permite
Identificar y cuantificar no
solo las drogas, sino
tambien los metabolitos




Desventajas de la
sangre como matriz
toxicologica

* Requiere recoleccioéninvasivay
tiene ventana de deteccion
limitada.

* Es sensible a cambios post mortem
y a degradacidon en mal
almacenamiento.

* Es util en casos agudos, sobredosis
o confirmacidn de intoxicacion.




Tiempo de detecciony
vida media de sustancias

* Ladeteccion depende de la CUANTO PERMANECE LA DROGA EN TU SANGRE
farmacocinética de cada |

Drogas como alcohol,
cocainay benzodiacepinas
tienen vida media de horas a
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Procedimientos de
recolecciony
conservacion

La muestra se obtiene por
venopuncién en tubos con
anticoagulantes
(EDTA/heparina).

Debe conservarse refrigerada
(2-8 °C) y protegerse de la luz si
es fotosensible.

El procesamiento rapido evita

hemolisis y pérdida de analitos.

Se recomienda centrifugary
separar el plasma si el analisis
se retrasa




Ejemplos de toxinas
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Orina

* Los rinones filtran la sangrey
eliminan sustancias a través de la
orina.

Las toxinas son excretadas segun su
solubilidad, tamano y unién a
proteinas.

Muchas drogas y sus metabolitos
hidrosolubles se eliminan
facilmente por esta via.

La excrecion depende del pH
urinario, el flujo renaly la forma
quimica del compuesto.




Ventajas de la orina como matriz toxicologica

* Es una matriz facil de obtener, no invasiva y con amplio volumen
disponible.

* Permite detectar metabolitos que ya no estan presentes en
sangre.




Desventajas de la orina como matriz
toxicologica

* No refleja concentracion activa ni momento exacto de consumo.

* Puede ser adulterada o sustituida si ho se supervisa
adecuadamente la recoleccion.

GRADOS DE HIDRATACION



Tiempos de
deteccion
extendidos

La orina permite detectar
drogas dias después del
consumo.

Por ejemplo, cannabis puede
detectarse hasta 30 dias en
consumidores cronicos.

Otras sustancias como cocaina
y opiaceos permanecen entre 2
y 4 dias.

Eltiempo varia segun dosis,
frecuenciade usoy
metabolismo individual.




Falsos positivos y factores que afectan
resultados

* Falsos positivos pueden deberse a medicamentos, alimentos o
contaminantes.
Ej.: ibuprofeno puede interferir en pruebas de cannabinoides.
La hidratacion excesiva diluye metabolitos y reduce sensibilidad.

pH, temperatura y tiempo de almacenamiento también alteran los
resultados.

C

NEGATIVE POSITIVE INVALID




Paneles estandar
de drogas en orina

Los paneles comunes incluyen
opiaceos, cannabinoides,
cocaina, anfetaminasy
benzodiacepinas.

Algunos paneles amplian la
deteccion a barbituricos,
metadona o fenciclidina.

Se utilizan tanto pruebas
inmunoquimicas rapidas como
confirmaciones por GC-MS.



JOURMNAL ARTICLE

Comprehensive LC-MS-MS analysis of THC isomers,
analogs, homologs, and metabolites in blood and

urine

Luette S Muir, Sarah E Doumit, Joshua Z Seither, Jessica L Knittel ,

Jeffrey P Walterscheid , Erin L Karschner &

Journal of Analytical Toxicology, Volume 49, Issue 5, June 2025, Pages 322-331,
https://doi.org/10.1093/jat/bkaf023
Published: 13 March 2025  Article history »



Cabello

* Las toxinas ingresan al cabello a
través del torrente sanguineo
durante la formacion del
foliculo.

También pueden integrarse por
sudory sebo unavez que el
cabello emerge.

Las sustancias quedan
atrapadas en la matriz
queratinica del pelo.

Esto permite conservar un
registro historico de la
exposicidon a drogas.




Ventajas: deteccion
a largo plazo

* Elcabello permite detectar el consumo
semanas o meses después de la
exposicion.

* Es util para estudios de patrones de abuso
0 consumo cronico.

 La muestra esfacil de recolectary
almacenar sin refrigeracion.

* Elriesgo de contaminacion bacteriana o
degradacidon es muy bajo.




Desventajas

* Las drogas pueden depositarse
en el cabello por contacto
externo con humo o polvo.

* No es adecuado para detectar
USoO reciente, ya que requiere
crecimiento del cabello.




Historial de uso
de sustancias

* Debido a que el cabello
crece aproximadamente 1
cm por mes.

Esto permite analizar
segmentos para estimar el
momento del consumo.
La segmentacion puede
revelar patrones
mensuales de exposicion.
Es util en investigaciones
forenses, laboralesy en
seguimiento de =
tratamientos.




Procedimientos de
muestreo y analisis

e Serecolecta una
mecha de al menos 3
cmde largoy 3-5 mm

de grosor, cerca del
cuero cabelludo.

El analisis incluye
lavado, molienda,
extracciony detecciodn




Journal of Chromatography A

Volume 1605, 8 November 2019, 360348

Combination of pressurized liquid
extraction with dispersive liquid liquid
micro extraction for the determination of
siXty drugs of abuse in hair

Flaminia Vincenti @ ?, Camilla Montesano @ 2 &, Luana Cellucci 2, Adolfo Gregori °,

Federico Fanti 9, Dario Compagnone 9, Roberta Curini ¢, Manuel Sergi © & &

Show more
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Técnicas de
extraccion de
analitos
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Introduccion a la extraccion de analitos

La extraccion permite
aislar drogas/metabolitos
desde matrices
bioldgicas complejas.

El objetivo es concentrar
el analitoy eliminar
proteinas u otros
compuestos.

Es un paso clave antes
del analisis instrumental
para evitar interferencias.

Su eleccién depende del
tipo de muestray de la
toxina a analizar.



Importancia de la
limpieza de la muestra

* Las matrices bioldgicas contienen
proteinas, lipidos y sales que
interfieren.

Una muestra sucia reduce
sensibilidad y da falsos positivos o
negativos.

La limpieza previa evita dano al
equipo y mejora la reproducibilidad.




Importancia limpieza de la muestra
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Importancia limpieza de la muestra
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Importancia limpieza de la muestra

La respuesta del analito
esta por debajo del LOQ

....................................................................................................



Precipitacion de
proteinas

* Elimina proteinas que
interfieren en la deteccidon de
analitos.

Se usan solventes como
acetonitrilo o acido
tricloroacético.

Tras centrifugacion, el
sobrenadante contiene las
toxinas disueltas.

Es util como paso previo en
muestras como sangrey
plasma.




Dialisis 'y
ultrafiltracion

 Separan compuestos por
tamano molecular
usando membranas
semipermeables.
Permiten remover
proteinasy otras
macromoléculas
indeseadas.
Se emplean en matrices
muy cargadas, como
suero o liquido
cefalorraquideo.
Son métodos suaves que
preservan la integridad
del analito.

plafilcration vs. blalys

Dialysis

The separation of particles in a liquid on
the basis of differences In their ability to
pass through a8 membrane.

Diafiltration

The separation of particles using an
ultrafiltration membrane using pressure or
concentration gradients

A AaA

Membrane

Dialysis * Slow process

» Does not
concentrate
sample

« Cold temperatures Sample l, ‘
reduce speed Solute

» Slow solute
exchange

» Fast process

» Concentrates sample

* Cold temperatures
minimally affect speed

* High rate of solvent
exchange

ilysis is the preferred
thnique for:

pmplés that may

>mg/mL ;;:.n_.[).t.\h_- at high

concentratians

v - Siow solvent
- exchange
v

Diafiltration is the % Samples
preferred technique for: ol bl

Robust samples that
Non' rocic at e hiat =
' won't precipitate at high —2
concentrations _— .
m A : v

Samples that don't

require concentration




Extraccion asistida por microondasy
ultrasonido

e Ambas técnicas aceleran la
liberacion de toxinas desde /
matrices solidas.
El ultrasonido rompe
estructuras celulares y mejora

la penetracion del solvente.
Las microondas calientan -
rapidamente y reducen
tiempos de extraccion.

Se aplican a cabello, tejidos y \\

alimentos contaminados. \ \ e




Extraccion en fase Liquid-Liquid Extraction

liguida (LLE) -
fundamento & Separating Funnel

* LaLLE separa
compuestos entre dos
fases inmiscibles: acuosa . . .
y orgénica. &= Lower Density Liquid
Los analitos migran segun
su solubilidad y
coeficiente de particion. o . . .
Es ideal para toxinas no ‘ ngher Den5|ty Liquid
polares como pesticidas
o alcaloides.

Se realiza agitando y o i
luego separando las fases |
por decantacidén o

centrifugacion.




Solventes comunes en LLE y relacion con la polaridad

* Los solventes organicos como

s L]
cloroformo, éter, hexanoy pOCPE 3
acetato de etilo son comunes. fresh o e®%ee | . o
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El pH de la fase acuosa puede
ajustarse para mejorar la e
extraccion. —
Se requiere evaporar el new fraction old fraction agtions.
disolvente antes del analisis o
instrumental. *
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» Anal Chim Acta. 2024 May 1:1301:342387. doi: 10.1016/).aca.2024.342387. Epub 2024 Feb 26.

Solvent-free parallel artificial liquid membrane
extraction for drugs of abuse in plasma samples

using LC-MS/MS

André Luis Fabris 1, Stig Pedersen-Bjergaard <, Elisabeth Leere @iestad 2, Giordano Novak Rossi
Jaime E Cecilio Hallak ?, Rafael Guimardes Dos Santos 2, Jose Luiz Costa ®, Mauricio Yonamine 7

A

Affiliations + expand
PMID: 38553114 DOI: 10.1016/).aca.2024.342387



Extraccion en fase solida (SPE) — Fundamento

* La SPE utiliza cartuchos con fases adsorbentes que retienen

selectivamente analitos.
* Permite el paso de impurezas y luego se eluyen los compuestos

de interes.

™ - - -
] ¥
O— o b —O—
b & )

— @8 8 =
Fraction 1 (Clear) Fraction 2 Fraction 3 Fraction 4
Water 8% IPA 35% IPA 70% IPA

Polar Analytes Pure Red Pure Blue Non-Polar Analytes
(Clear)

(Clear)



Elute Elute
Contaminants Analytes

Condition
Cartridge

Sample
Reservoir >

Fritted Disk
Sorbent Bed :
Fritted Disk

Fases de SPE



Cartuchos

The pictures show how simple load and elution steps can be if
you choose gravity

~ Rinse precipitate coated reaction vessel, and add to cartridge.
~ Few fractions to analyze for product.
~ If flow is too slow, little pressure or vacuum can be applied.




Equilibrio
El mecanismo de separacion en HPLC en fase reversa
depende de la interaccion de los enlaces entre las moléculas
de la fase movil y el ligando inmovilizado en la fase
estacionaria.




En la primera etapa la columna es equilibrada con la fase
movil. La polaridad de la fase movil inicial debe ser suficiente
para disolver los analitos.
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En la segunda etapa, la muestra conteniendo los analitos de
interés, es inyectada en la columna a un flujo al cual puede

ocurrir el enlazamiento. Los analitos son adsorbidos en |la fase
estacionaria.




En la tercera etapa, los analitos enlazados son desorbidos de
la fase estacionaria




Durante esta tercera etapa las moléculas son eluidas de la
columna
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La cuarta etapa involucra la remocion de moléculas que no

han sido desorbidas. Esto lo podemos lograr aumentando la
fuerza de elucion de la fase movil
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La quinta etapa es el reequilibrio del medio cromatografico a
las condiciones iniciales
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Extraccion en fase solida (SPE) — ventajas

* Ofrece alta selectividad, automatizacion y reproducibilidad.
* Es compatible con una gran variedad de analitos y matrices.

81D CogLay)




Cartuchos

Cartuchos de Extraccion Platos de Microextraccion

Cartuchos de Extraccion
On-Line




Chemasphere

Chemosphere

Volume 223, May 2019, Pages 438-447 -

The detection of drugs of abuse and
pharmaceuticals in drinking water using
solid-phase extraction and liquid

chromatography-mass spectrometry

Yan Peng® , Lata Gautam & , Sarah W. Hall & &

Show more w

+ Addto Mendeley o Share %9 Cite

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.02.040 A Get rights and content =




SPE: tipos de cartuchos y seleccion de fases

Housing/Body ”

(Polypropylene, Polyethylene, Glass)

\___TI < Flange

Chromatographic Bed
(Sorbent)

(Silica based, Alumina, Polymer)

Filters/Frits

(Polyethylene/Teflon)

Luer® Tip




Cartuchos

Stop Cock
flow control
valves-

to prevent
drying - out
effect

Male-male Adapter

Vacuum

W



SPE: tipos de
cartuchosy
seleccion de
fases

Strata-X

Strata-X-C

Strata-X-CW

Strata-X-A

Strata-X-AW

Strata-XL

Strata-XL-C

Strata-XL-CW

Strata-XL-A

Strata-XL-AW

10~

Reversed Phase

Reversed Phase and
Strong Cation-Exchange

Reversed Phase and
Weak Cation-Exchange

Reversed Phase and
Strong Anion-Exchange

Reversed Phase and
Weak Anion-Exchange

Large Particle Reversed
Phase

Large Particle Reversed
Phase and Strong
Cation-Exchange

Large Particle Reversed
Phase and Weak Cation-
Exchange

Large Particle Reversed
Phase and Strong
Anion-Exchange

Large Particle Reversed
Phase and Weak Anion-
Exchange

Polar and Non-Polar

Bases

Bases (including
Quaternary Amines)

Acids

Acids (including
Sulfonic acids)

Polar and Mon-Polar

Bases

Bases (including
Quaternary Amines)

Acids

Acids (including
Sulfonic acids)



Strata-X / Strata-XL Reversed Phase

for Neutral Compounds

o
Condition
1 mL Methanal Reversed Phase
ﬂ |
-
E Equilibrate
. 1 mL Water
>4 |
o Load
Diluted Sample
|
Wash
— 1mL 5-60 % Methanol
|
Elute
2x 500pL 2 % Formic Acid in Methanol/Acetonitrile




Strata™-X-C / Strata-XL-C

Strong Cation-Exchange & Reversed Phase

for Bases with pK_, = 10.5

Condition Strong Cation-Exchange:

1mL Methanol sulfonic acid ligand
l

W
—t
-
it Equilibrate
oo
»
O

1 mL Acidified Water

[
Load
Diluted Acidified Sample

I

Wash

1mL 0.1 N HCI in water (collect this
.1'-7 fraction to analyze Polar Neutrals)

Wash
1mL 0.1 N HCI in Methanol (collect this fraction
to analyze Neutrals/Acids)

Elute Bases
2% 500pL 5% NH,OH in Methanol




Strata-X-CW / Strata-XL-CW
Weak Cation-Exchange & Reversed Phase

for Bases with pK, > 8

Condition Weak Cation-Exchange:
carboxylic acid ligand

1 mL Methanol

Equilibrate
1mL Water, pH 6-7

Load
Diluted Sample, pH 6-7

( MO~ LRIRI1S

Wash
1mL Water, pH 6-7

—

Wash
1 mL Methanol
(collect this fraction to analyze Neutrals/Acids)

]

Elute Any Base Elute Weak Bases
2x 500pL 5 % Formic Acid in Methanol 2x 500pL 5 % NH,OH in Methanol

*‘Basad on 30 mgf1 mbL sorbent mass. The above s a conveniant starting point for SPE method davelopment. Further optimization may be required to tailor the
method to your spacific needs.



Strata-X-A / Strata-XL-A

Strong Anion-Exchange & Reversed Phase

for Acids with pK. > 2

( v-SLBIRI}S

Condition
1 mL Methanol

Equilibrate
1 mL Water

Load
Diluted Sample pH 6-7

=

Wash
1mL 25 mM Ammonium Acetate Buffered, pH 6-7

Wash
1 mL Methanol (collect this fraction to analyze Meutral/Bases)

Elute Acids
2x 500pL 5% Formic Acid in Methanol

Strong Anion-Exchange:
di-methylbutyl quaternary
amine ligand



Strata-X-AW / Strata-XL-AW
Weak Anion-Exchange & Reversed Phase

for Acids with pK_ =5

Condition Weak Anion-Exchange:
di-amino ligand

] 1mL Methanol 9

=

oV |

~ Equilibrate

;4 1mL Water, pH 6-7

[N |

E Load
Diluted Sample, pH 6-7

[ —
Wash

Tf 1mL 25mM Ammonium Acetate Buffered, pH 6-7
Wash

1 mL Methanol

Elute Any Acid Elute Weak Acids

2% 500pL 5 % NH,OH in Methanol 2x 500pL 5 % Formic Acid in Methanol




Optimizacion metodologia

SPE CHALLENGE
Complex Sample Matrix

SAMPLE
Load

S | I
veric oy 0 0 0f Q #ve
@ o @ Interferences

Most Mon-Polar

O
@ More Non-Polar
©

Most Polar



@@
= ER

—

5% Organic
Wash
| I

000
000

Optimizacion

100%% Organic

Elute
1

| —

20
20

Elute
Too
Strong

Too Many
Interferences
Eluted with
Analyte

o Analyte

Interferences
o Most Non-Polar

@ More Non-Polar

@ Most Polar



Optimizacion

2D - Analyte Specific

Load 506 Organic
Wash 1
| | |
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Microextraccion en fase solida (SPME)

H5-5PME
Micotime

e ' f’"l\
m EXTRACTION
"'-.__. -

Itg] H} r'Lh r'LI.‘l’.'1!5

art

GC-MS

e

e La SPME usa una fibra

recubierta que adsorbe
analitos directamente
desde la muestra.

No requiere solventesyes
util en analisis de trazas.
Puede acoplarse
directamente al inyector
del GC o al sistema LC-MS.
Es ideal para matrices
liquidas o gaseosas con
compuestos volatiles o
semivolatiles.



Técnicas de concentracion post-extraccion

* Los extractos pueden
evaporarse al vacio o con
flujo de nitrogeno.

Esto concentra los analitos y
mejora la sensibilidad del
analisis.

Debe evitarse la pérdida de
compuestos volatiles o
termolabiles.

Es un paso comun antes de
reconstitucion en fase movil

para LC o GC.
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PurePrep 96

Automatizacion de
procesos de extraccion

e Plataformas robdticas
permiten procesar multiples
muestras de forma uniforme.
Reducen errores humanosy
mejoran la trazabilidad.
Automatizacion es comun en
laboratorios clinicos 'y
forenses de alto volumen.

Se integran con software de
seguimientoy control de
calidad.



Técnicas de analisis



Técnicas de analisis

CUALITATIVAS  CUANTITATIVAS



Técnicas de espectroscopia avanzada



FTIR: fundamentos

* Laespectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) mide la absorcion de luz IR.
Cada enlace quimico vibra en una frecuencia especifica
al absorber radiacién infrarroja.
El espectro resultante actua como una “huella digital”
molecular.
Es rapida, no destructiva y requiere poca preparacion de
muestra.




|dentificacion de
grupos funcionales

* FTIR permite detectar grupos como
OH, NH, C=0, C=Ny C-H mediante
bandas caracteristicas.

* Laregién de 4000-1500 cm™" contiene
sefnales funcionales clave.

* Laregion “de huella digital” (1500-400
cm™') ayuda a distinguir compuestos

similares.
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Casos de aplicacion:
confirmacion estructural

* FTIR confirma la identidad de toxinas en
drogas sintéticas y productos naturales.

e Se aplica en identificaciéon de adulterantes
y contaminantes en matrices forenses.
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Cromatografia
de liquidos

« La cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC) es una técnica de
guimica analitica que se utiliza para separar
compuestos en una mezcla de sustancias P —
quimicas. Para realizar estas separaciones,
se hace uso del flujo de una fase movil que
pasa a presion a traves de una columna
empaquetada con una fase estacionaria.



Esquema
general del

sistema
HPLC

Muestra

\ Inyector

[ ]

l Columna

s
Bomba
KJ::IN impulsion
Depésito |
fase movil
L "[; <
Detector
2 ™ Senal
Datos
000

Desecho



Agilent 5977A Series GC/MSD

Cromatografia de

gases (GC).

Agilent 7890B GC

 La GC es unatécnica analitica para separar

compuestos volatiles. Separa mezclas complejas
segun su afinidad con la fase estacionariay su
volatilidad.




Cromatografia de gases (GC)

Electrodo
colector l
Jeringa B \
Amplificador |-

Trampa de st Ll 5
oxigeno |

_8—4 | ~ Gases de
Inyector

\ llama

Registro

Valvulas de
regulacion Columna
[ | ' p Y \; { \
N ANAAAL S S Tratamiento de datos
_D—q Gas de apoyo

Homo

Esquema de un cromatografo de gases

https://www.youtube.com/watch?v=9nYpjtRx0Zs



Espectrometria de masas (MS)



Espectro de masas.
Fundamento

* Técnica que permite
Identificar y cuantificar
compuestos segun su
relacion masa/carga
(m/z).
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Resultado

Name: Caffeine A

1004 1 Formula: CgH1gN402
MW: 194 Exact Mass: 194.080376 CAS#: 58-08-2 NIST%
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Espectro de
masas

Coincidencia espectral (%
match)

Espectro desconocido

20 picos

6 coincidencias

Espectro principal
10 picos




Modo positivo y Modo negativo

exampled 35 {1.515)
100+

" 9

0

1501

[M - H]-

15141
-

2: Scan ES-
1.51e6

Acetaminophen MW = 151.1

NH Tr*::H3
IR
HO

exampled 36 {1.537)

1004

0-+—

11l|:|.ﬂ

[M + H]*

1: Scan ES+

1521 9.99e6

—

2341

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

m/z



Interpretacion Masa nominal
de espectros de

fragmentacion

Masa exacta



Relative abundance (%)

MASA NOMINAL

100

m/z=43

80 /

60 — «— m/z =57

40 - m/z=29

20

‘ | — M*= 84
1, a1

T
10 20 40 60 80 100 120 140
CH3CH2CH,CHoCH,CH3

Hexane

=
[
[CH3CH,CHoCH,CHoCHA )T

Molecular ion, Mt

(m/z = 86)
CH3CH,CH5CHoCH, CH3CH,CH,CH, CH3CH,CH, CH3CH,*
mjz: 71 57 43 29
Relative
abundance (%). 10 100 (base peak) 75 40

Figure 12.2.3: Fragmentation of hexane in a mass spectrometer.



Metodologia

lonizacion de la muestra

Aceleracion de los iones por un campo magnetico

Dispersion de los iones segun su masa/carga

Deteccion de los iones y produccion de la
correspondiente senal eléctrica




Detector por Espectrometria
de Masas (MS)

 La MS acoplada a HPLC (LC-MS)
ioniza los analitos (por electrospray
o APCI), los separa segun su
relacion masa/carga (m/z) y los
detecta con alta especificidad. La
espectrometria de masas no mide
propiedades Opticas ni eléctricas,
sino la masa molecular de cada
compuesto. Proporciona
informacioén estructural y permite
identificacion inequivoca.
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Electroimpacto

Tipos de
lonizacion

ESI

APCI




Tipos de ionizacion

10,000

100
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nonpolar

Polarity



Sample lonization - Electrospray lonization

lon Spray LC Gas 1
Voltage Flow (GS1)

(1S) @ Droplet

O Solvent
Gas 2 (GS2) © lons of Interest

K H TEM
& Heat ( ) Curtain Plate
II Declustering
@ W / Potential (DP)
/ /

R A

o o \
\
\
\
\' «_ Curtain Gas
(CUR)
1. Formation 2. Evaporation 3. lonic Repulsion 4. lons Enter
of Charged lons Leave Droplet Mass Analyzer

Droplets

)



Atmospheric Pressure Chemical lonization
(APCI)

Corona Discharge e 0

= Analyzer

Mebulizer Gas Miltrogen



ESI vs APCI

= Electrospray = APCI

— Ionizacion en Solucion — Ionizacion fase gaseosa
— Fase Reversa o Fase — Fase Reversa y Normal

Normal con modificaciones — Ionizacién

de solvente post columna

o o Sonda con
— lonizacion calentamiento
o Sonda sin

o Aguja Corona

SluclulCise — Bajo efecto por la matriz

o Voltaje Capilar

— Fuerte efecto de la fase
movil

— Compuestos menos
polares

— Compuestos Polares
— Compuestos Termolabiles



electrons

cathode

from sample inlet to mass analyzer

M(g) > v M*(g)

anode

* Electrones de alta energia chocan con la molécula,
I m pa CtO provocando su fragment,acién. tTécr)ica que utiliza
electrones de alta energia para eliminar electrones de
moléculas en fase gaseosa, generando asi iones

eleCtl‘OnICO positivos



“l Analizadores de masas

Cuadrupolo

J




+ Filter Quadngole Filter

I Cuadrupolo

* Actuan con filtros de iones que atrapan los
iones segun su relacion m/z en un
cuadrupolo, formado por cuatro varillas.

* Utilizado generalmente con ESI debido a

que es tolerante a presiones relativamente
altas.



Trampa de iones

e Captura iones por sus valores especificos de
m/z en un proceso similar que el cuadrupolo.

* Utilizado generalmente para realizar analisis
de MS/MS.

Auxiliary RF
increased
a Cuadnupole Radial Trapping

i \“"*‘“‘“‘ I o * * * l.-—-
&

lor . .
SOURCS Axial Axial
H 9 Di”fg Trapping \MWQ Trapping
"4‘ = U ARR
elecirods slectrode
Q3 /Radial Trapping Exit
———  10-25cm ] Barrier
Drive RF
increased EXB

ramped



TOF/TOF

e Se adiciona un reflector,
el cual es un aparato
optico en el cual los iones
de un espectrometro TOF
pasan a través de un
espejo y su vuelo es
Invertido.

* Presenta una
resolucion que cue &8 =
solamente es un TOF. |




Triple TOF/QTOF

Capillary voltage o Cone voltage Collision gas
Voltage adjusted to maintain Desolvation of protein Activation and detergent
stable ion current (1 4-1.8 kV) complexes (50_200 V) removal (1_4 MPa; Ar or SFG)
Microchannel
l lon guide Collision cell lon guide Pusher plate detector

——e

Nanoflow pressure
Pressure applied to
initiate spray, but best
with none

(0-0.3 nl min“1)

Collision voltage
Source pressure Activation and
Pressure adjusted for optimum detergent removal

transmission of protein complexes (100-200 V)
(3-9 ubar) Reflectrg

https://sciex.com/products/mass-
spectrometers/qtof-systems/tripletof-
systems/tripletof-6600-system



MASA EXACTA
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Monitoreo en
tiempo real de
toxinas

/4




Definicion de monitoreo en tiempo real

* El monitoreo en tiempo real implica la deteccion inmediatay
continua de toxinas.

* Permite evaluar cambios dinamicos en la exposicion o
concentracion del analito.

* Es crucial en contextos clinicos, laborales y de respuesta a
emergencias.

* Requiere dispositivos rapidos, sensibles y facilmente
Interpretables.



Deteccion en
saliva

* https://www.youtube.com/
watch?v=IfKDglilcXc

i
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=
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Sensores
opticos:
funcionamiento
e interpretacion

Basados en cambios de fluorescencia,
absorbancia o reflectancia dptica.
Reaccionan ante la presencia de toxinas
con cambios visibles o cuantificables.
Son utiles para pruebas rapidas en
matrices como saliva, orinay aire
exhalado.

Algunos dispositivos permiten lectura
visual directa o via smartphone.




Sensores de campo
(deteccion en
escenarios de riesgo)

* Disenados para uso en situaciones
como derrames quimicos, atentados o
laboratorios clandestinos.

* Detectan gases téxicos, explosivos o
narcoéticos en el ambiente.

* Utilizan tecnologias como ionizacion
fotoeléctrica, espectrometria portatil o
tiras reactivas.

* Son esenciales paralatomade
decisiones en tiempo real por equipos
de respuesta.



Studies of NPS performed in our laboratory
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cQue son las NPS?
Definicion y clasificacion

* Las NPS son sustancias disefadas para imitar los efectos
de drogas controladas.
Se crean modificando estructuras quimicas para evadir la
regulacion legal.
Incluyen cannabinoides sintéticos, catinonas, opioides,
benzodiacepinasy otros.

https://www.ous-research.no/no/neurobiology/New%20Psychoactive%20Substances/21860



Evolucion del mercado de drogas sintéticas

 Desde 2009 ha habido un aumento explosivo en la aparicion de
NPS a nivel mundial.

* Las redes clandestinas usan internety el dark web para su
distribucion.

 Cada ano surgen nuevas variantes mas potentes y dificiles de
detectar.

* Su produccion responde rapidamente a cambios en la legislacion.



Clasificacion

» Ther Adv Psychopharmacol. 2020 Dec 17;10:2045125320967197. doi: 10.1177/2045125320967197 (4

New psychoactive substances: a review and updates

Abu Shafi %, Alex J Berry 2, Harry Sumnall *, David M Wood *°, Derek K Tracy &"®

» Author information = Article notes » Copyright and License information

PMCID: PMCTT50852 PMID: 334145805

* Un sistema de clasificacion pragmatico consiste en dividir las
NSP en uno de estos cuatro grupos: estimulantes sintéticos,
cannabinoides sinteticos, alucindogenos sinteticos y depresores
sintéticos (que incluyen los opioides sintéticos y las

benzodiacepinas).




Cannabinoides sintéticos:
estructura y efectos

* Son agonistas potentes de los
receptores CB1y CB2, mas activos
que el THC.

Se presentan como liguidos para
vapear, inciensos o impregnados
en hierbas.

Provocan ansiedad, psicosis,
convulsiones y en algunos casos,
muerte.

Ejemplos: JWH-018, AB-
FUBINACA, 5F-ADB.




Catinonas sinteticas
(bath salts)

* Son derivados de la catinona natural, con
efectos estimulantes y euforicos.
Pueden inducir paranoia, agitacion
extrema y comportamiento violento.
Se consumen por via oral, intranasal o
Intravenosa.
Ejemplos: mefedrona, metilona, a-PVP
("flakka").

Mefedro Metilon
Nombre IUPAC: 2- (me larmn ) -1-(4-  Nombre IUPAC: 1- (1,3 b d xol-5-il) -
metilfenil) propan-1-o 2- (metilamino) propan-1-o lorhldrato

Metilendioxipirovalerona (MDPV)
Nombre IUPAC:(RS)-1-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-y1)-2-(pirrolidin-1-il)pentan-1-ona




Fentanilo y analogos

de a lta pOtenC|a f\ll H | Fentanio R,-H

* El fentanilo sintético es hasta H ‘ [ Ry Oy, Ry 0.
100 veces mas potente que la L I - A—— g CHs

morfina. 'T R2 0

Sus analogos (carfentanilo, " e _CHs Ra " “N oy, Ra._ O

sufentanilo) representan riesgo \ et CHs

extremo de sobredosis. R, NEN R, O

Frecuentemente se mezclan BV semmaae U 3

con heroina o pastillas

falsificadas.

Su deteccion requiere métodos

muy sensibles y selectivos.



Benzodiazepinas no reguladas

* Las NPS también incluyen
benzodiazepinas de sintesis reciente sin
aprobacion medica.

* Ejemplos: etizolam, flubromazepam,
clonazolam.

* Pueden causar sedacion profunda,
amnesiay dependencia.

DS

O S F“
o O O

Cl
5
Phenazepam Flubromazepam Iso-flubromazepam R = CH, Flunitrazepam

R=H M-Desmethyl-
flunitrazepam

AnxioCalm’

Fast-Acting Stress & Anxiety Relief*
Award-Winning Formula

V.~ o,
Pl ﬁ"‘. Clinically studied to relieve G
\( = 3 occasional anxi xiety, stress, Vi 3
ix Sy Ve S
2/ and nerv on.* ~
S d nervous tensi s
|
45 TABLETS ST
LIRS

DIETARY SUPPLEMENT



Dificultades en su deteccion

* No se detectan en
L pruebas rapidas
. |
o ‘:’aﬁﬁf | trad|C|onale§ ni en
o, paneles estandar.
{f} Su gran diversidad
isnecnumi =3 'l : estructural impide el uso
T R de métodos genéricos.
e Se requiere
espectrometria de masas
de alta resolucion
NFS DATA AND GLODAL TRENDS (H RMS).
La falta de estandares
WASTEWATER TREATMENT PLANT =) CHEMIGAL ANALYSIS analiticos complica su
confirmacion.




Introduccion a la
nanotecnologia en bioanalisis

* La nanotecnologia utiliza materiales
con dimensiones entre 1y 100
nandmetros.

Sus propiedades unicas mejoran la
sensibilidad y especificidad en
deteccion.

Permite desarrollar sensores
altamente selectivos y portatiles.
Se aplica en toxicologia clinica,
ambiental y forense.




Uso de quantum
dots

* La propiedad electronica ajustable
unica de tamanoy composicidon de
estos puntos cuanticos
semiconductores muy pequenos los
hace muy atractivos para una variedad
de aplicacionesy nuevas
tecnologias. 12

* Los puntos cuanticos son
particularmente importantes para
aplicaciones 6pticas debido a sus
colores brillantes y puros, junto con su
capacidad para emitir un arcoiris de
colores, junto con su alta eficiencia,
mayor vida util y alto coeficiente de
extincion. Algunos ejemplos incluyen
LED, iluminacion de estado solido,
pantallas y sistemas fotovoltaicos.




Nanotecnologia

* Nanoparticulas de
plata.

* Nanoparticulas de
oro

* Nanoparticulas de
oxido de zinc.

* Nanoparticulas de
silice

* Nanoparticulas de
oxido de aluminio




Conclusiones

* Los laboratorios deben incorporar screening no dirigido y analisis
retrospectivo.

* El trabajo multidisciplinario con quimicos, médicos y legisladores
es clave.

 Debe haber inversion en formacion, software y bases de datos.
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