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Resumo

La determinaciéon cromatografica de drogas de uso ilicito presenta retos importantes en varias etapas de
la cadena analitica debido a la volatilidad relativamente baja de los analitos, a la diversidad grande de los
posibles contaminantes y a las concentraciones bajas en las que se encuentran algunas sustancias de interés.
La preparacion de la muestra, el uso de agentes de derivacion, los modos de operacion del espectrometro de
masas para la deteccion y los diversos campos de aplicacion del analisis GC-MS de sustancias controladas
se discuten en este articulo junto con la presentacion de algunos ejemplos recientes de estas aplicaciones.
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GC-MS: fundamental tool for the analysis of drugs of illicit use

Abstract

1

The chromatographic determination of illicit drugs poses important challenges at various stages along the
analytical procedure, due to the low volatility of the analytes, the diversity of potential contaminants, and to
the low concentrations of certain substances of interest. Sample preparation, the use of derivatization agents,
different operating modes of the mass spectrometer for the detection, and the diverse application fields of the
GC-MS analysis of illicit drugs are discussed in this article together with the presentation of some examples
of these applications.
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Introduccidén

Las drogas de uso ilicito, consumidas con el  muy importante en diferentes ramas de la ciencia,

proposito final de alterar el estado de concien-  por ejemplo, en medicina, toxicologia, control de

cia o percepcion, forman parte de las llamadas  doping, asuntos legales (ciencias forenses), prue-

sustancias controladas, cuyo andlisis confiable es  bas para empleo o supervision laboral, accidentes
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de transito, programas de rehabilitacion, entre
otras areas. Existen diferentes escenarios posi-
bles, cuando se necesita determinar la presencia
de sustancias ilicitas (drogas) y cuantificarlas. Se
han desarrollado diferentes protocolos de anali-
sis (muestreo, extraccion, determinacion cuali-
tativa y cuantitativa) de estas sustancias, que se
encuentran tanto en forma (relativamente) pura
(e.g., clorhidrato de cocaina), como en mezclas
complejas (street drugs, drogas de la calle o de
disefio) o a nivel de trazas (superficies de con-
tacto, fluidos fisiologicos). La deteccién de dro-
gas en toxicologia forense puede realizarse tanto
en muestras post-mortem (en cadaveres), como
pre-mortem. Las muestras post-mortem son los
especimenes recolectados durante la autopsia;
entre éstos, pueden figurar -segiin su estado y
la disponibilidad-, sangre, humor vitreo, orina,
bilis, higado y algunos otros (contenido estoma-
cal, cabello, ufias, etc.). Las muestras pre-mortem,
obtenidas de individuos vivos, generalmente son
orina, sangre o algunos especimenes mas “exoti-
cos’, menos comunes, por ejemplo, saliva, sudor,
cabello, uflas y hasta lagrimas. Por supuesto, la
muestra mas tipica es la orina, es un desecho
metabolico del organismo, su obtencién no es
invasiva, y el peligro de contaminacién micro-
biana para un analista es menor que cuando
se trabaja con la sangre; ademds la orina es un
liquido, con pocas interferencias presentes (pro-
teinas, grasa) y con relativamente alta concentra-
cion de la droga o de sus metabolitos.

El método de anilisis de sustancias contro-
ladas, de mayor uso a lo largo de la historia, ha
sido la cromatografia, de capa fina, liquida y de
gases. El método analitico, que reviste alta selec-
tividad y sensibilidad y que permite confirmar la
naturaleza quimica de la droga ha sido la croma-
tografia de gases (GC) acoplada a espectrometria
(MS). Todas las muestras toxicoldgicas requie-
ren, para su subsiguiente analisis por GC-MS,

una preparacion previa, i.e., extraccion, limpieza,

GC-MS de drogas

a menudo, derivacion de analitos, para potencia-
lizar la respuesta del detector, aumentar la volati-
lidad y la termoestabilidad del analito o mejorar

la forma de su sefial cromatografica (pico).

En general, los analitos (sustancias contro-
ladas, sus derivados o metabolitos) se podrian
dividir en dos grupos grandes: (1) muestras bulk
(en volumen), por ejemplo, la droga incautada,
pastillas distribuidas al por menor (street drug)
en la calle, productos fabricados en un laborato-
rio clandestino, entre otros y (2) a nivel de trazas;
entre estos tltimos figuran muestras toxicologi-
cas (fluidos, drganos, tejidos), muestras recolec-
tadas de las superficies de contacto con la droga,
manos, empaques, tapetes, ropa, etc. Un grupo
de analitos muy sui generis lo representan las
sustancias encontradas en los laboratorios clan-
destinos, donde se extrae (e.g., cocaina, morfina)
o se sintetiza la droga de uso ilicito (e.g., anfe-
taminas). En estos laboratorios clandestinos, los
materiales de partida, los disolventes o los pro-
ductos de sintesis obtenidos pueden tener rétu-
los o etiquetas en los recipientes muy distintos a
su verdadero contenido y hay que tener mucha
precaucion para llevar a cabo la marcha analitica
y la determinacion de la naturaleza quimica de

las sustancias.

Los andlisis de sustancias controladas pue-
den dividirse en dos grandes grupos, segtn el
proposito o alcance final: (1) Pruebas presunti-
vas (preliminares o de tamizaje, screening) y (2)
Pruebas confirmatorias. Las pruebas presunti-
vas comprenden las reacciones de color, que se
realizan in situ con un kit de reactivos especifi-
cos (por ejemplo, reactivo de Ehrlich, prueba
de Marquis, reactivo de Mandelin, prueba de
Scott, entre otros) que se usan, por ejemplo, en
aeropuertos, puertos maritimos, aduanas, etc.;
la cromatografia de capa fina (TLC, Thin-Layer
Chromatography, por sus siglas en inglés), sobre
todo, la TLC de alta eficiencia, que se practica en
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muchos laboratorios toxicoldgicos, por ser un
método répido, relativamente sencillo, para esta-
blecer la presencia de una droga, e.g., en casos
de intoxicaciones, sobredosis, etc.; los inmunoen-
sayos (por ejemplo, RIA, Radioimmunoassay;
ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;
Enzyme-multiplied — immunoassay  technique,
EMIT, por mencionar algunos), que permiten
seleccionar - de un gran nimero de muestras-,
aquellas con la respuesta positiva, para seguir
luego con su andlisis confirmatorio. La croma-
tografia de gases tradicionalmente es el método
mas empleado para analisis de drogas de control
y sus metabolitos; tipicamente se usan detecto-
res convencionales, e.g., FID (detector de ioni-
zacién en llama), NPD (detector de nitrégeno
y fosforo) o ECD (detector de captura de elec-
trones, para derivados), se comparan los tiem-
pos de retencion (t,) de las sustancias (drogas)
con los del material de referencia (patrones); la
coincidencia de los t, de los analitos (drogas y
sustancias-patron) resulta ser un evento necesa-
rio, pero no suficiente para la identificacion con-
firmatoria de la sustancia. Para la confirmacion
positiva es menester no solamente tener el mate-
rial de referencia, sino disponer de un sistema de
deteccion espectroscdpica. Entre los mas usados,
un detector selectivo de masas (MSD), que per-
mite obtener y comparar los espectros de masas
de la sustancia “X” y del compuesto-patrén. Las
columnas cromatogréficas capilares mas usadas
son de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), de 25-30 m
de longitud y 0,25 mm de didmetro interno (e.g.,
DB-5, HP-5, ultra 2, entre otras marcas comercia-
les). Para compuestos presentes a nivel de trazas
(e.g., fluidos fisioldgicos), el modo de inyeccion
al GC es splitless o pulsed splitless; para analitos
termoinestables, cold on-column; mientras que
las muestras bulk (en volumen), junto con otras
técnicas de analisis fisico-quimico y espectrosco-
pico (NMR, FT-IR, difraccién de rayos X, etc.)
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pueden ser analizadas, inyectdandolas al GC en
modo split. Para una mejor separacion de los
componentes y su cuantificacion, las mezclas
complejas de algunas drogas de la calle (street
drugs, club drugs), que contienen principio(s)
activo(s), aditivos y adulterantes, solventes resi-
duales, productos de descomposicion o reac-
tivos de partida, se analizan en columnas mas
largas (50-60 m) o empleando la cromatografia
multidimensional. En la Figura 1 aparece el cro-
matograma tipico del extracto de una pastilla
decomisada (club drug), analizada por GC-MS
(ionizacién electrénica, EI, 70 eV).

La clasificacion de las drogas de uso ilicito
se basa fundamentalmente en los efectos fisiolo-
gicos que éstas producen en el organismo y no
segun su estructura quimica. Los grupos prin-
cipales de sustancias controladas en ciencias
forenses comprenden: 1. Estimulantes del sistema
nervioso central (e.g., cocaina, anfetaminas);
2. Depresores del sistema nervioso central (entre
muchos otros, alcohol, opio, opioides naturales,
semi-sintéticos y sintéticos, benzodiacepinas);
3. Alucinégenos (LSD, mescalina, psilocibina y
psilocina, algunos alcaloides tropanicos, tripta-
minas y sus derivados, muchos otros com-
puestos sintéticos, e.g., fenciclidina, PCP, entre
otros); 4. Canabinoides (productos derivados de
la marihuana, material vegetal, resina, hachis,
aceite de hachis); 5. Antidepresivos de primera,
segunda y tercera generaciones y 6. Inhalantes
(Hidrocarburos alifaticos, aromaticos, halogena-
dos, fluorocarbonados, acetona, 6xido nitroso,
anestésicos gaseosos, entre otros).

La preparacion de especimenes para deter-
minar la presencia de sustancias controladas,
sobre todo, cuando estos compuestos o sus meta-
bolitos se encuentran a nivel de trazas, implica la
realizacion de toda la cadena de preparacion de
la muestra, i.e., muestreo, extraccion y limpieza,

derivacion, anadlisis presuntivo y confirmatorio
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Figura 1 Perfil cromatogrdfico tipico (TIC) del extracto de una pastilla de droga de uso ilicito (club drug). GC-MS.

El, 70 eV. Columna DB-5MS, 60 m.

de analitos, interpretacion de datos, junto con
el analisis de los respectivos blancos, negativo y
positivo, y obtencion de las figuras analiticas de
mérito. Los métodos de extracciéon mas usados
son extraccion liquido-liquido (LLE), en fase
sélida (SPE), micro-extraccién en fase solida
(SPME). Las operaciones-base estan relaciona-
das también con la precipitacion de proteinas,
centrifugacion, filtracién, adiciéon de sal (sal-
ting out) y el cambio de pH, segun el pKa de la
sustancia; la determinacion de los disolventes
ocultos y la perfilacion (profiling) de drogas, que
comprende la identificacién de impurezas, pro-
ductos de descomposicion, trazas de reactivos
de partida, adulterantes, artefactos, etc., se hace
a menudo por métodos headspace, en combina-
cidén con otras técnicas de extraccion, e.g., SPME,
con el uso de un disolvente o un adsorbente. La

sensibilidad y la selectividad en el anilisis se

logran obteniendo fragmentogramas de masas,
registrados en modo de monitoreo del ion o
iones seleccionados (SIM). En la Figura 2 apa-
recen corrientes idnicas obtenidas en modo full
scan (barrido completo) y SIM (iones selecciona-
dos en m/z 94, 138, 303) de un extracto aislado
con fluido supercritico (SFE, CO,) de frutos de
Datura sp. (Familia Solanacea), que contiene la
escopolamina, utilizada ilicitamente por los delin-
cuentes para desorientar y paralizar la fuerza de
voluntad y autocontrol de la victima. El uso de
sistemas de deteccion de masas tandem, por
ejemplo, el de triple cuadrupolo (GC/MS-QqQ),
permite elevar sobremanera la especificidad de
la deteccion. En la Figura 3 aparecen corrientes
ionicas de un extracto de una bebida (infusién)
a base de diferentes plantas, que contiene trazas
de cocaina, obtenidas en los modos: (A) full scan;

(B) SIM de iones diagndstico de la cocaina en

Scientia Chromatographica 2012; 4(1):21-33
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Figura 2 Corriente i6nica total (TIC) de un extracto aislado con fluido supercritico (SFE, CO,) de frutos de

Datura sp. (Familia Solandcea) y fragmentograma de masas del mismo extracto, obtenido con base en iones

diagnéstico de la escopolaminag, i.e., m/z 94, 138 y 303.

m/z 82, 182y 303 y (C) registrando la transicion
ioénica 303182, que permite aumentar mucho la
especificidad del analisis. En las siguientes sec-
ciones se presentan ejemplos tipicos del andlisis
GC-MS de drogas ilicitas.

2 Andlisis GC-MS unidimensional

Existen varios propodsitos que determinan el
enfoque a seguir en el analisis cromatografico de
muestras que contengan drogas de uso ilicito. Se
ha normalizado una gran cantidad de procedi-
mientos de cuantificacion de analitos particula-
res, tales como cocaina, opioides, anfetaminas,
benzodiacepinas y drogas de disefio. En estos
procedimientos normalmente se utiliza la deri-
vaciéon quimica y la determinacién instrumen-
tal se realiza con el modo SIM de operacion del
espectrometro de masas. El foco de atencion en
estos casos es la sustancia psicoactiva y su pre-
sencia se determina en matrices tan diversas

Scientia Chromatographica 2012; 4(1):21-33

como cabello, fluido oral, orina, sangre y pla-
centa. En muchas otras situaciones el interés
forense se centra en los otros componentes de la
muestra, que acompanan al agente psicoactivo.
Estas impurezas pueden ser residuos de la sinte-
sis quimica, de la extraccion o la purificacion. El
perfil de impurezas es la informacion basica para

los estudios de origen y de redes de distribucion.

En su revision del tema de la derivacion de
sustancias psicoactivas, Lin et al.'! mencionan
9 razones para utilizar la derivacién quimica.
Puede ser la busqueda de formas quimicas mas
compatibles con el ambiente cromatografico, el
favorecimiento de algiin mecanismo de sepa-
racion, el mejoramiento de la resolucion, o de
la elucidacién estructural. Sin embargo, se ha
identificado a la etapa de obtenciéon de deriva-
dos como la principal fuente de prolongacion y
demoras en la ejecucion de la marcha analitica.
Una linea de desarrollo importante ha sido la
busqueda de esquemas de derivacion cuantitati-
vos, pero de duracion corta y de aplicacion facil.
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Extracto de una bebida (infusién) de varias plantas, que contiene trazas de cocaina. a) Corriente

iénica total obtenida en modo full scan; b) Fragmentograma de masas (modo SIM), obtenido con base en los
iones-diagnéstico de la cocaina, i.e., m/z 82, 182, 303; y c) Registro de la transicién iénica 3035182, usando
la configuracién tdndem QgQ-MS. La méxima especificidad en la detecciéon de la cocaina se logra usando el

registro de esta fransicién de iones, precursor y producto, caracteristica de la cocaina, 303-182.

26

Scientia Chromatographica 2012; 4(1):21-33



GC-MS de drogas

Un primer ejemplo de los avances recientes
es el analisis GC-MS aplicado a la determina-
cién de anfetaminas en orina. A nivel mundial,
el uso de estimulantes ha crecido bastante en
la ultima década. Dentro de este grupo se des-
tacan la anfetamina (AMP, “speed”), la metan-
fetamina (MET, “ice”) y la metilendioximetan-
fetamina (MDMA, “éxtasis”), en los primeros
lugares. Tienen amplio uso las llamadas “drogas
de clubes”, que ademads de la MDMA, incluyen
a la metilendioxianfetamina (MDA, “Adan”
metilendioxietilanfetamina (MDEA, “Eva”) y la
N-metil-1-(3,4 metilendioxifenil)-2-butanamina
(MBDB). Marais y Laurens.”” desarrollaron un
método analitico para el andlisis rapido de orina
en el cual se aprovecha la técnica de derivacion
extractiva para realizar en un solo paso la deri-
vaciéon de aminas con anhidrido heptafluoro-
butirico. La combinacién de este método de
derivacién con el uso de la cromatografia rapida
(columna DB-5 de 5 m x 100 pym, d, 0,1 um)
permitié lograr un tiempo total de analisis de
solamente 6 minutos por muestra. Gracias a la
adquisicion de datos en modo SIM, el método
confirmatorio permitiéo alcanzar niveles de
deteccion entre 1,5y 6,2 ng mL™" en la determi-
nacidn simultdnea de AMP, MET, metcatinona,
efedrina, norefedrina, MDA, MDEA y MBDB.

Merece destacarse como el aprovechamiento
efectivo de la derivacion para el andlisis de dro-
gas, el método validado en el Instituto Nacional
de Salud y Bienestar de Finlandial®, para la
determinacién de 50 drogas de abuso diferen-
tes, en una muestra de 1 mL de saliva. La mues-
tra se somete a extraccion con acetato de butilo
y luego de centrifugacion, el sobrenadante se
divide en 2 porciones y la fase acuosa constituye
la tercera fraccion. La primera porcién organica
se deriva con MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida) para su analisis por GC-MS

con ionizacién por impacto de electrones. Los
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analitos a determinar en esta fraccion son todas
las drogas diferentes de las benzodiacepinas y la
benzoilecgonina. Para la deteccién y la cuantifi-
cacion se utilizaron sustancias patrén y el modo
de adquisicion SIM, para el cual, ademas de gru-
pos particulares con valores m/z tipicos de los
analitos de interés, se estudiaron las ventanas
temporales apropiadas para su aplicacion, con
base en los tiempos de retencion. La fraccién 2
se pasa por una columna de extraccion en fase
solida, que se eluye con una mezcla de alcohol
isopropilico y acetato de etilo y se deriva con
MTBSTFA  [(N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)
trifluoroacetamida)]. La solucion resultante se
analiza por GC-MS con ionizacién quimica de
iones negativos y tal como en el caso anterior, la
adquisicion se realiza en modo SIM, con grupos
de iones y ventanas de t, ajustadas para lograr
la mejor cuantificacion de benzodiacepinas
patréon. Para la determinaciéon de benzoilecgo-
nina, la fase acuosa de la primera extraccién con
acetato de butilo se extrae con diclorometano.
La fase organica se deriva con MSTFA vy se ana-
liza por GC-MS en modo SIM. Este protocolo
analitico se le aplico a 4183 muestras de saliva
tomadas a choferes en Finlandia que quisieron
participar voluntariamente. La sustancia con-
trolada que aparecié con mayor frecuencia en
las muestras (7,2%), que tuvieron algtin resul-
tado positivo para los 50 analitos de interés, fue
el citalopram (1,5% de las muestras), un medi-
camento antidepresivo. Una de las ventajas del
método desarrollado es que utilice una muestra
de facil consecucion tal como el fluido oral. Hay
un interés creciente en su uso como matriz de
muestra alternativa a la sangre, que es la que se
usa convencionalmente. El volumen de muestra
de fluido oral es menor y las concentraciones de
algunas drogas pueden ser mucho menores que
en la sangre. Esto demanda mayor sensibilidad

y selectividad del método analitico, que debe
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detectar y cuantificar varios analitos presentes en
baja concentracion en un volumen pequeno de
muestra. Gracias a los avances instrumentales de
la ultima década, es posible satisfacer los reque-

rimientos que impone el analisis de fluido oral.

En comparacion con la orina y la sangre, el
fluido oral pertenece al grupo de especimenes
denominados no-convencionales. En este con-
junto se incluyen cabello, sudor, meconio, ufias
y lagrimas. Presentan como ventaja sustancial
que su recoleccion no es invasiva y puede reali-
zarse bajo supervision, lo cual es importante para
muchas situaciones forenses y para el control de
doping enlos deportes. Existen revisiones sobre el
andlisis de drogas en cabello!**, en saliva/fluido
oral'®”!y meconio!®. Un buen ejemplo del proce-
dimiento utilizado en el andlisis de muestras de
cabello es el método desarrollado por Cordero y
Peterson, que permite determinar en un solo
cabello 18 analitos diferentes, entre opioides,
anfetaminas, cocaina, diazepan y su metabolito.
Una muestra de 10 a 50 mg de cabello se extrae
con HCI 0,1N a 50 °C, por 16 horas. El extracto
neutralizado se pasa por una columna de extrac-
cion en fase solida, que se eluye con cloroformo-
-isopropanol (drogas neutras) seguido por
cloroformo-isopropanol-hidréxido de amonio
(drogas basicas), para luego obtener los corres-
pondientes derivados trimetilsililicos. El analisis
GC-MS se realiza en modo SIM, empleando para
cada analito 3 iones diagndstico y ventanas de
tiempo establecidas con los tiempos de retencion
obtenidos segun el perfil cromatografico adqui-

rido en modo de barrido completo.

A pesar de la relativa facilidad de muestreo,
los especimenes alternativos todavia no se usan
comunmente. En su revisién sobre el uso de
meconio, ufias y lagrimas en el analisis de drogas,
Katarzyn Madej!"” considera que una de las razo-
nes principales para el uso poco amplio de estas

muestras es que los métodos analiticos requieren

GC-MS de drogas

instrumentacion costosa, de altas selectividad y
sensibilidad (LC-MS, LC-MS?). Cuando la téc-
nica analitica es GC-MS, la determinacion de
sustancias controladas requiere en la mayoria de
los casos la inclusion de un paso de derivacion, lo
cual se suma a una metodologia extensa de pre-
paracion, en los casos de ufas, cabello o meco-
nio. Aunque el analisis de meconio implica un
procedimiento relativamente complicado para la
eliminacion de interferencias, suministra infor-
macion valiosa sobre el consumo posible de dro-
gas durante los ultimos 6 meses de la gestacion.
Otra fuente de informacién complementaria es
el analisis de leche materna. Friguls et al.l"") han
hecho una revision sobre este tema, en la que
presentan para diferentes tipos de drogas, tanto
licitas como ilicitas, su farmacocinética, efec-
tos adversos sobre los nifos y los procedimien-
tos publicados sobre su determinacion en leche
materna. Los métodos de preparacion de mues-
tra generalmente incluyen un paso de extraccién
liquido-liquido o de extraccién en fase solida. Tal
como ya se ha mencionado, para su determina-
cion por GC-MS, muchas drogas requieren una

derivacion quimica que aumente su volatilidad.

Todos los tipos de muestra mencionados
se emplean para establecer el posible consumo
de drogas por parte de individuos. En los afos
recientes se han realizado estudios sobre el con-
sumo de drogas licitas e ilicitas por parte de
poblaciones completas. Para esto, los objetos
de estudio han sido las aguas residuales muni-
cipales. En el método propuesto por el Instituto
de Analisis e Investigacion de Alimentos de
Santiago de Compostela'?, se realiza primero
una extraccion en fase sélida. Por reaccion con
MSTFA, del extracto se obtienen derivados tri-
metilsililicos, que se separan por cromatografia
de gases y se identifican y cuantifican en un ana-
lizador de masas de trampa idnica. Para lograr

selectividad, inicialmente se realizan barridos
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en el intervalo m/z 70-500 y luego, la trampa de
iones se opera en modo resonante MS/MS para
los valores de los iones padre y producto corres-
pondientes a 18 analitos de interés y sus andlogos
deuterados. Dentro de los analitos de interés se
incluyeron cocaina, benzoilecgonina, codeina,
morfina, tetrahidrocanabinol, MDMA, MDA y
MDEA. Aplicado a muestras reales, el método
confirmo el ingreso de estos analitos al ambiente

a través de las aguas residuales municipales.

3 La cromatografia de gases
multidimensional y la perfilacién

La sustancia que llega al consumidor de
drogas ilicitas es una mezcla de agentes activos
con muchos otros componentes que surgen de
los procesos de extraccion o sintesis quimica, de
purificacion y de dilucién. La identificacion de
estos otros componentes y la determinacion de
sus cantidades relativas, permiten construir un
perfil quimico o perfil de impurezas, que distin-
gue al producto y sirve de base para investigar los
origenes y las redes de distribucion de las drogas
ilicitas. Por ejemplo, la metanfetamina se puede
sintetizar por los procedimientos sintéticos de
Emde o de Nagai'>'*. En el primer caso que-
dan residuos de cloroefedrina y en el segundo
caso, las impurezas comunes son 1,3-dimetil-2-
-fenilnaftaleno y 1-bencil-3-metilnaftaleno. El
analisis GC-MS de metanfetaminas decomisadas
en Korea permitié establecer que el 80% de las
muestras provino del método sintético de Emde
y que en los 2 afos previos aumentd en 30% el
numero de muestras sintetizadas por el método
de Nagai'®.

En los ultimos anos, se han hecho esfuerzos
llamados de “armonizacion”, para establecer crite-
rios de calidad en el andlisis quimico para la per-
filacion de drogas, que permitan la comparacion

de resultados de laboratorios de diferentes paises
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e instituciones!'*'8l. El reto analitico lo constituye
la gran diversidad de estructuras quimicas posi-
bles dentro del conjunto de impurezas. En los
meétodos presentados en las secciones anteriores
de este articulo hay protocolos disefiados para
cuantificar drogas ilicitas individuales, mientras
que otros se pueden aplicar a la determinacién
simultanea de mezclas multicomponente de dro-
gas y sus metabolitos. Aunque se pueden mane-
jar conjuntos del orden de 50 analitos diferentes,
se dispone de sustancias patrén para cada uno y
con éstos se calibra y optimiza el desempefio del
método analitico. En todos estos casos se utiliza
la cromatografia unidimensional y la deteccién
y cuantificaciéon de alta selectividad se buscan
con la adquisicion de corrientes iénicas en modo
SIM. Para el propdsito de obtener el perfil qui-
mico, el gran nimero de analitos requiere que se
aumente la resolucion cromatografica. Por esto,
si bien los métodos de analisis GC-MS de drogas
ilicitas se usan de manera rutinaria en tareas de
cuantificaciéon para analitos especificos, las téc-
nicas multidimensionales han encontrado gran
aplicacion en el campo de la perfilacion de dro-
gas y se han extendido a otros estudios forenses

relacionados.

Kolbrich et al" utilizaron una técnica
2D-GC/MS para el analisis de plasma humano, en
la que una valvula de conmutacién de tecnologia
microfluidica (Deans switch) traslada secciones
del flujo de una columna cromatografica a otra de
diferente fase estacionaria, a través de una trampa
criogénica de calentamiento programable. El uso
de adquisicion en modo SIM permiti6 lograr
limites de cuantificacion entre 1,0y 2,5 pg L™ para
MDA, MDEA, MDMA, 4-hidroxi-3-metoxime-
tanfetamina (HMMA) y 4-hidroxi-3-metoxianfe-
tamina (HMA). Andlogos perdeuterados de estas
sustancias sirvieron como patrones internos. El

uso de la cromatografia bidimensional permi-
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ti6 el desarrollo de este método para el analisis
simultaneo de 5 aminas relacionadas estructural-

mente, cuyos tiempos de retencién son cercanos.

Se han desarrollado métodos basados en
2D-GC/MS para diversas drogas ilicitas. Un
ejemplo de los avances logrados lo constituye
el analisis de marihuana, el cual demanda alta
resolucion porque aunque el tetrahidrocanabi-
nol es la principal sustancia activa, puede estar
junto con mas de 60 canabinoides diferentes,
que se han detectado en Cannabis sativa. Se han
reportado métodos 2D-GC/MS para determinar
estos analitos en sangre®, plasma humano/*??,
fluido oral®?*, cabello®! y meconio®. Estos
son métodos exitosos, que logran una buena
separacion con alta sensibilidad. Sin embargo,
mezclas mas complejas requieren un numero
alto de cortes (heart-cuttings) que se redirigen
hacia la segunda columna y no siempre se logra
trasladar todos los analitos de interés. Para aten-
der estas situaciones y en general todos aquellos
casos en donde se tienen mezclas complejas con
constituyentes de naturaleza desconocida, se
recurre al siguiente nivel de desarrollo, que es la
cromatografia completa, GC x GC. En esta téc-
nica, todo el efluente de la primera columna se
traslada a la segunda columna por medio de un
sistema periddico de conmutacion con crioenfo-
camiento”!. De esta forma, todos los compues-
tos coeluidos en la primera columna pueden, en
principio, separarse en la segunda columna, que
tiene una fase estacionaria con polaridad opuesta
(ortogonal) a la de la primera columna. En com-
paracion con la cromatografia unidimensional,
GC x GC tiene una capacidad mucho mayor de
resolucion de componentes y proporciona una
relaciéon S/N mads alta. A estas ventajas se suma
otra de utilidad especial en el caso de la perfi-
lacién de drogas, como es la formacién de gru-
pos de sustancias de naturaleza quimica similar,

en el mapa bidimensional que se obtiene como
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respuesta de la técnica GC x GC. Esto facilita la
comparacion de muestras y permite establecer
criterios de similitud. En un estudio de 24 table-
tas de éxtasis, la comparacion de los perfiles bidi-
mensionales mostré la existencia de 8 grupos,
segun su contenido de impurezas. El analisis de
componentes principales aplicado al conjunto de
datos revel6 claramente la formaciéon de grupos
seguin el pais de origen!?®.

En su revision de la aplicacion de la croma-
tografia completa al analisis de drogas ilicitas,
Mitrevski, Wynne y Marriott.”” destacaron que
el espectrometro de masas que mejor satisface
la velocidad de barrido que requiere la técnica
GC x GC es el de analizador de tiempo de vuelo
(TOF). El principal obstaculo a vencer para
aumentar la aplicacion de la cromatografia com-
pleta es el manejo de los datos. Se requieren her-
ramientas que faciliten el manejo del gran volu-
men de informacién que genera la técnica, para
que el usuario pueda realizar de manera sencilla
tareas como deconvolucion, busqueda de agru-
paciones segun diversos criterios y la aplicacién
de técnicas de la estadistica multivariable.

Aunque en GC x GC los mejores resulta-
dos se obtienen con un analizador de tiempo de
vuelo, ya existen algunas aplicaciones en las que
se usa un analizador cuadrupolar. Song et al.®"!
reportaron la deteccién de 77 componentes en
una mezcla de drogas por medio de GC x GC con
analizador cuadrupolar, cuyo rango de masas no
cubria todo el espectro de masas sino un inter-
valo pequefio, que podria corresponder a los
extremos inferior o superior del espectro para,
de esta forma, lograr tiempos de barrido cortos,
compatibles con las necesidades de la técnica de
cromatografia rapida (segunda columna).

El caracter no especifico, de amplio espec-
tro, del analisis GC x GC, se ilustra en el trabajo
publicado por Guthery et al.’!, sobre anilisis
de drogas en muestras de cabello por técnicas

Scientia Chromatographica 2012; 4(1):21-33



GC-MS de drogas

LC-MS y GC x GC-TOF/MS. Mientras que los
métodos LC-MS permitieron la cuantificacién
de codeina, morfina, anfetamina, metanfeta-
mina, metadona, bencilpiperazina y MDMA,
el andlisis GC x GC-TOF/MS logré detectar
la presencia no prevista de cocaina, diazepan
y metacualona. La identificacién se logré por
comparacion de los espectros de masas con los
de bases de datos. Tal como en las metodologias
GC-MS unidimensionales, la preparacion de la
muestra incluye una etapa de derivacion, gene-
ralmente, hacia los derivados trimetilsililicos
(con MSTFA), para mejorar las propiedades cro-
matograficas de los analitos que posean grupos
funcionales con hidrégenos labiles. Aunque los
métodos para analitos especificos suministran
sensibilidades altas, su uso en tareas de tamizaje
para un numero grande de compuestos esta obs-
taculizado por los altos costos y el mayor tiempo
que implica realizar varios andlisis por mues-
tra. Para estos casos, GC x GC TOF/MS tiene
la gran ventaja de que se realiza un solo analisis
por muestra, con alta sensibilidad. Ademas, la
informacién espectral permite la identificacion
de sustancias o contaminantes desconocidos, lo
cual no se logra con los métodos para analitos

especificos.

Ademas de la resolucion cromatografica, en
las técnicas acopladas GC-MS la espectrometria
de masas aporta la posibilidad de alcanzar altas
sensibilidades y selectividades. En el caso de la
espectrometria de masas de alta resolucion, la
gran capacidad de discriminacién que se obtiene
en la deteccion de masas exactas permite lograr
en acoplamiento con la cromatografia unidi-
mensional, resultados equivalentes o superio-
res a los que se obtienen con GC x GC-TOF/
MS cuando en esta ultima técnica la resolucién
masica es unitaria. Un ejemplo del uso de la
espectrometria de masas de alta resolucion para
la obtencién de alta sensibilidad es el método
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desarrollado por Georgakopoulos et al.* para la
determinacion de esteroides en orina, que utiliza
tanto LC-TOF/MS como GC-TOF/MS. Luego
de la extraccion liquido-liquido de la muestra de
orina hidrolizada, se obtienen los derivados tri-
metilsililicos para su analisis GC-TOF/MS y una
alicuota sin derivar se analiza por LC-TOF/MS.
El método permitio alcanzar niveles de deteccion
de entre 10 y 500 ng mL™" para agentes anaboli-
cos, corticosteroides, estimulantes, bloqueadores
B, diuréticos y narcéticos. El uso de la ionizacion
por impacto de electrones en sistemas GC-MS de
alta resolucion presenta el inconveniente de que
junto con la produccion de una alta fragmenta-
cion molecular, genera dificultades para la iden-
tificacion por comparacidon espectral con bases
de datos, ya que todavia estdn en desarrollo las
bases de datos espectrales de alta resolucion. El
uso de métodos de ionizacion suave en combina-
cidén con la alta resolucion podria ser una buena
alternativa. Sin embargo, se pueden obtener
cromatogramas con menor ruido quimico si se
extraen de la corriente i6nica total los valores de
masas dentro de ventanas o intervalos de tiempo
angostos. Bajo estas condiciones se mejora con-
siderablemente la comparacion con espectros

obtenidos en analizadores convencionales®.

4 Conclusiones

La técnica GC-MS se utiliza exitosamente
en el analisis de drogas de uso ilicito, tanto en la
determinacion de sustancias especificas como en
la obtencién de los perfiles de composicion qui-
mica, en aplicaciones desarrolladas para satisfa-
cer diversos propositos clinicos, toxicoldgicos o
forenses. La gran diversidad de estructuras qui-
micas tanto de las sustancias activas como de sus
contaminantes, asi como de las matrices en las
que se realiza el examen, hacen que la prepara-

cion de la muestra juegue un papel determinante.
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Los avances tanto en la separacién cromatogra-
fica (GC x GC) como en la deteccion espectro-
métrica (SIM, MS/MS, alta resolucion) permiten
alcanzar sensibilidades (1 en 10°) y especificida-
des altas en el analisis de mezclas complejas que
contienen drogas de uso ilicito.
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