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1. RESUMEN:

ABSTRACT:

Buprenorphine is a powerful drug frequently used either as analgesic or for the
treatment of patients addicted to other opioids. During the last decades there has been
registered an increase in both buprenorphine’s sales and consumption, which has
brought several cases of intoxications and fatalities related to the abuse of this
substance.

Buprenorphine entails an enormous risk for population due to the high number of
patients who are being treated with it and its great potential as abuse drug, hence, the
need to develop an analytic methodology which allows its detection in different
biological samples arises.

The purpose of the present project is centered in the development and validation of an
analytic method which allows detection and quantification of buprenorphine in plasma
samples by Gas Chromatography- Mass Spectrometry (GC-MS) in order to analyze
cases in which its presence is suspected.

RESUMEN:

La buprenorfina es un potente farmaco opioide usado frecuentemente como
analgésico y para el tratamiento de pacientes adictos a otros opioides. En las dltimas
décadas se ha registrado un aumento tanto en las ventas como en el consumo de
buprenorfina, lo que originado numerosos casos de intoxicaciones y muertes
relacionadas con el abuso de esta sustancia.

La buprenorfina implica un enorme riesgo para la poblacion debido al elevado nimero
de pacientes sometidos a tratamiento con la misma y el gran potencial de ésta como
droga de abuso, de ahi que surja la necesidad de desarrollar una metodologia
analitica que permita su determinacion en distintas muestras bioldgicas.

El propésito del presente proyecto se centra en desarrollar y validar un método
analitico que permita la determinacién y cuantificaciébn de esta sustancia en muestras
de plasma mediante cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas
(GC-MS) con el fin de poder analizar casos en los que se sospeche de su presencia.

RESUMO:

A buprenorfina é un potente farmaco opioide que se usa habitualmente como
analxésico e para o tratamento de pacentes adictos a outros opioides. Nas ultimas
décadas rexistrouse un incremento tanto nas ventas como no consumo de
buprenorfina, o cal orixinou numerosos casos de intoxicaciéns e mortes relacionadas
co abuso desta substancia.

A buprenorfina implica un enorme risco para a poboacion debido 6 elevado numero de
pacentes sometidos a tratamento coa mesma e o gran potencial desta como droga de
abuso, de ahi que xorda a necesidade de desenrolar unha metodoloxia analitica que
permita a sta determinacién en distintas mostras bioléxicas.



O propdsito do presente proxecto céntrase en desenrolar e validar un método analitico
que permita a determinacién e cuantificaciéon desta substancia en mostras de plasma
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) co fin
de poder analizar casos nos que se sospeite da sGa presencia.
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2. INTRODUCCION:

2.1 HISTORIA DE LAS DROGAS:

El consumo de drogas es uno de los mayores problemas de la sociedad actual, sin
embargo no es nada nuevo, la tradicion de su consumo se pierde en el tiempo. Cada
pueblo y cultura ha ido teniendo sus propias drogas y habitos de consumo, sustancias
como el cannabis, la cerveza o el tabaco, vienen siendo usados desde civilizaciones
tan antiguas como la egipcia o la griega, sin embargo, su consumo no estaba tan
extendido como hoy en dia a pesar de que ahora si se tiene conocimiento sobre sus
efectos nocivos sobre la salud.

A lo largo de la historia han sido muchas y muy variadas las sustancias psicotrépicas
utilizadas por la humanidad con todo tipo de fines.

Ya en la Edad Antigua se usaban venenos de animales y extractos de plantas para
cazar, como el Curare, utilizado por algunas tribus indigenas para impregnar las
flechas con las que cazaban a sus presas alrededor del 1500 AC. Muchas eran
usadas con fines bélicos y homicidas, como el acénito empleado en la Grecia y Roma
clasicas. Asimismo el empleo de estas sustancias con fines medicinales y rituales
estaba muy extendido, por ejemplo el alcohol como ofrenda para los dioses; el Laurel,
gue debido a sus propiedades alucindgenas era consumido por las pitonisas de los
oraculos para vaticinar el futuro; el Cannabis usado en Asia por sus propiedades
analgésicas y relajantes, la Cocaina en el imperio incaico como analgésico y
energizante, etc.

Durante la Edad Mediael uso de drogas se hacia principalmente por motivos
religiosos, misticos y supersticiosos. En Occidente el vino se convirtié en portador del
espiritu, mientras en Oriente triunfaban los destilados e infusiones de plantas como el

Cannabis o la adormidera?.

Mas adelante los nuevos descubrimientos y el inicio de la globalizacion propiciaron la
propagacion y comercializacion de nuevas sustancias, de forma que en S. XVIII ya
constituian un negocio rentable, especialmente de sustancias como el Opio vy el
alcohol que se extendieron rapidamente entre clases populares e intelectuales como
manera de evadirse de las duras condiciones de vida.

Gracias a los continuos avances cientificos, durante los siglos XIX y XX se lograron
aislar muchos de los principios activos de muchas drogas (el LSD a partir del
cornezuelo de centeno, la morfina del opio...) y a finales del S.XX y principios del
S.XXI la investigacién alcanz6 un nivel de desarrollo tal, que permitié el disefio y
sintesis de nuevas drogas, dando lugar a una auténtica revolucion en la industria de
los psicofarmacos. Inicialmente estas sustancias habian surgido como medicamentos,
pero desgraciadamente muchas de ellas acabaron convirtiéndose en drogas de abuso.

Como podemos ver, el hombre siempre ha recurrido a todo tipo de sustancias hoy
incluidas dentro del concepto de drogas para satisfacer todo tipo de necesidades, pero



sin duda, las mas extendidas dentro de este grupo son la cafeina, el tabaco, el
alcohol, el cannabis, la cocaina y los opiaceos.

2.2 OPIO, OPIOIDES Y OPIACEOS:
2.2.1 EL OPIO A LO LARGO DE LA HISTORIA.

El opio es el jugo desecado de los frutos de la adormidera (Papaver somniferum). Este
complejo extracto vegetal ha sido uno de los medicamentos mas importantes de toda
la historia de la humanidad, y constituye, junto con las bebidas alcohdlicas, el
psicoactivo méas antiguo.

El opio es una de las drogas mas antiguas de las que se tiene constancia. La primera
referencia sobre el opio nos llega de Mesopotamia sobre el afio 3000 aC, donde se
mencionaba bajo el nombre de Hul gil o planta de la felicidad y se usaba para tratar el

dolor y hacer olvidar todo malestar?.

Durante la época grecorromana empezaron a achacarsele propiedades divinas y
adquirié una gran relevancia en medicina. Hipécrates, padre de la medicina, desmiente
sus atributos magicos pero reconoce su utilidad como farmaco.

Al comenzar la Edad Media su uso se extiende por Europa, donde se emplea como
analgésico, para calmar la tos y provocar suefios, aunque su consumo decae
drasticamente alrededor del S.XV por prohibicién de la Inquisicion, que tachaba su
consumo de costumbre pagana.

En el S.XVI el opio se reintroduce en Europa y en China empieza a dar problemas de
salud y sociales vinculados con la adiccion, que se agravan a principios del S.XVIIl,
cuando su consumo incrementa de forma alarmante y la produccién interna ya no es
suficiente para abastecerse. ElI comercio internacional de dichas sustancias se
convierte en objeto de sucesivas controversias politicas que llegan a extremos bélicos

a principios del siglo XIx3 (guerras del opio).

Hasta finales del S. XIX el consumo de opio no constituyé un verdadero problema en
Occidente. Durante la guerra civil norteamericana (1861-1865), miles de soldados se
convirtieron en adictos a la morfina tras serles administrada para mitigar los dolores
provocados por las heridas bélicas. Otra droga derivada del opio muy consumida a
finales de siglo fue la heroina, aislada por el quimico Heinrich Dreser en 1883 cuya
comercializaciéon permitié prosperar a la gran empresa farmacéutica Bayer, que usaba
esta sustancia para la elaboracion de jarabes antitusivos, pero en 1913 (un afio

después de comercializada) la tuvieron que eliminar de la produccion debido a que era

muy adictiva®. De esta manera el consumo de opiaceos con fines recreativos se

popularizé haciendo sonar la alarma social. En Espafia el consumo de opiaceos ha
disminuido en los ultimos afios, siendo la heroina la que produjo mayores problemas
de drogadiccion durante 1998 (380°2% por consumo de heroina y 1'1% por consumo

de otros opiéceos)4.



2.2.2 OPIO Y OPIOIDES.

El opio tiene una composicion compleja con un elevado nimero de alcaloides. El
término opioide incluye tanto a los opidceos propiamente dichos, como otras
sustancias con estructuras y propiedades quimicas similares, que son capaces de
unirse a los receptores opioides, situados principalmente en el sistema nervioso
central (SNC) y el tracto gastrointestinal, y modular la liberacién de neurotransmisores.
Se incluyen en este conjunto: sustancias de origen natural (endorfinas, morfina,
tebaina), de origen semisintético (heroina, buprenorfina) o de sintesis artificial
(metadona, fentanilo).

La mayoria de los opioides son lipofilicos y se absorben facilmente por via digestiva y
parenteral. Se metabolizan principalmente en el higado, los rifiones, células del SNC y
pulmones sometiéndose a procesos de conjugacion glucuroénica, hidrélisis, oxidacién o
N-desalquilacibn para aumentar su solubilidad en agua y luego se excretan
mayoritariamente por orina.

2.3 BUPRENORFINA:

La Buprenorfina es un potente farmaco opioide derivado de la tebaina que se usa en el
tratamiento de adiccion a otros opioides tales como la morfina o la heroina.

Su efecto analgésico se debe a su accion como agonista parcial de los receptores
opioides u y antagonista de los receptores K. Presenta una actividad analgésica mucho
mas potente que la morfina (entre unas 25 y 30 veces mayor), ya que se necesitan
dosis bastante menores para producir los mismos efectos farmacoldgicos, sin embargo
es menos eficaz que ésta, dado que presenta un efecto maximo menor que el de la
morfina.

Potencia y eficacia de la buprenorfina en comparacién a la morfina:

100 Merfina Efecto mdximo = 100%

80+

Buprenerfina

Efecto mdxime = 60%

Efecte (%)

Nalexena

Efecto mdximo = 0%

Figura 1. Comparacion buprenorfina frente a morfina.



2.3.1 PROPIEDADES QUIMICAS.

El nombre sistematico de la buprenorfina segun la IUPAC es: (2S)-2-[(-)-(5R, 6R, 7R,
14S)-9a-ciclopropilmetil-4,5-epoxi-6,14-etano-3-hidroxi-6-metoximorfinan-7-il]-3, 3-
dimetiI—Z—butanoIZ, y presenta la estructura que se muestra a continuacion:

Figura 2. Estructura de la buprenorfina.

e Foérmula molecular: C29H41NO4

e Peso molecular: 467,64 g/mol

e Punto de fusién: 218°C°.

e Solubilidad: Notable solubilidad en agua y disolventes apolares. Elevada

liposolubilidad, conferida en parte por el grupo terbutilo que posee en el C-7.

e Pka: 8,31. Droga basica®.

2.3.2 VIAS DE ADMINISTRACION:

La buprenorfina se puede administrar por via oral, intramuscular, intravenosa o
transdérmica. Tras su administraciéon oral, el farmaco se absorbe lentamente,
observandose un pico en concentraciones plasmaticas a las 2 horas, mientras que si
se hace por via intravenosa, el maximo se observa aproximadamente a los 5 minutos.
Administrada via transdérmica se evita el metabolismo hepatico de primer paso, lo
cual permite controlar la velocidad de liberacion del medicamento y proporciona
concentraciones plasmaticas estables, evitando las concentraciones maximas y

minimas que caracterizan la administracion oral o parenteral de medicamentos’.

La buprenorfina se une en un 96% a las proteinas plasmaticas y se distribuye
ampliamente. Debido a su alta lipofilia es absorbida con rapidez en los tejidos
ofreciendo un efecto analgésico de 6 a 8 horas para dosis moderadas, y entre 24 y 48
para dosis mas elevadas (en el tratamiento de pacientes con dependencia).



2.3.3 FARMACOLOGIA Y FARMACOCINETICA:

La absorcion de la buprenorfina es alta sea cual sea la via de administracion.
Administrada por si sola o en presencia de dosis bajas de un agonista puro, potenciara
los efectos analgésicos del éste, sin embargo en presencia de dosis mas elevadas de

agonista competira por la unién a los receptores g actuando como antagonista8. Por
esta razén, se puede usar tanto para lograr un efecto analgésico moderado como para
el tratamiento de adiccibn a otros opioides impidiendo la aparicion del denominado
sindrome de abstinencia.

La buprenorfina muestra ligeros efectos bradicardicos e hipotensores y produce
muchos de los efectos adversos que producen otros opiaceos: dolor de cabeza,
nauseas, vomitos, sedacion, estrefiimiento, fatiga, etc. Ademas puede originar una
depresién respiratoria dosis-dependiente con incidencia similar a la de la morfina, no
obstante, que su eficacia maxima sea relativamente baja, nos proporciona un margen
de seguridad significativo.

Tiene una vida media en el organismo de 2- 5 horas y se elimina del mismo en un
periodo de entre 20-25 horas.

Segun la bibliografia consultada® el rango de concentraciones terapéuticas en sangre
oscila entre 0,5 ng/mL y 7 ng/mL en la mayoria de los casos, siendo 0,67ng/mL la
media, pero debido al potencial adictivo que posee el farmaco, también se han dado
casos terapéuticos en que las concentraciones plasmaéticas llegan a ser de hasta 30-
40 ng/mL para pacientes habituados a su consumo. Se describen casos de niveles
téxicos a partir de 8-15 ng/mL con un rango muy variable que llega hasta cerca de
100 ng/mL, y encontramos casos letales por encima de 100 ng/mL (generalmente con
niveles superiores a 140ng/mL).

2.3.4 MECANISMO DE ACCION:

La buprenorfina interacciona con los receptores opioides del sistema nervioso 1 (como
agonista o0 antagonista en presencia de otros agonistas) y k (como antagonista). En
ambos casos se trata de receptores extracelulares acoplados a proteinas G.

Cuando la buprenorfina actla sobre los receptores |, la proteina G interacciona con la
adeninil ciclasa haciendo que disminuya la concentracion de Adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) intracelular, y que se cierren los canales de Ca?* dependientes de
AMPc y se abran los de K*, provocando una disminucién en la liberacion de
neurotransmisores relacionados con la transmision del dolor, de forma que se reduce
la intensidad tanto de la sefial como del dolor.

Cuando la buprenorfina se une a los receptores K, actia como antagonista bloqueando
Su activacion por otros opioides, que en otro caso, se unirian a estos receptores y
reducirian la excitabilidad de la neurona afectando a la transmision del impulso
nervioso.



2.3.5 METABOLISMO Y ELIMINACION:

La buprenorfina se metaboliza via hepatica. Principalmente se transforma en nor-
buprenorfina por N- desalquilacién por accion del citocromo P450. La nor-buprenorfina
es un metabolito activo pero con tan solo 1/4 de la potencia analgésica que presenta la

buprenorfinag.

Tanto la buprenorfina como la nor-buprenorfina son metabolizadas (también en el
higado) por conjugacion glucurdnica a metabdlicos inactivos, la mayor parte de estos
metabolitos conjugados se excretan al intestino delgado via biliar, donde la flora
intestinal los hidroliza y finalmente son eliminados a través de las heces en su forma
no conjugada. El resto de metabolitos se eliminan via urinaria en su forma conjugada
con muy poca cantidad de farmaco inalterado.

- Formacién de glucurdnido
$ Buprenorfina glucurénido ey

N-desalquilacién

Heces
(forma no conjugada)

THl'dr‘éll'sis en I.D.

Nor-buprenorfina (N-desalquilbuprenorfina)

Formacién de glucurénido

—®  Excrecidn biliar +—
Ner-buprenerfina glucurénido
——  Excrecién renal +—
Orina

(forma conjugada)

Figura 3. Esquema de la metabolizacion de la buprenorfina.

2.4 ANALISIS DE LA BUPRENORFINA EN MEDIOS
BIOLOGICOS:

Los andlisis de drogas y sus metabolitos se pueden realizar en cualquier fluido y tejido
biologico.

La orina siempre ha sido una de las muestras mas empleadas junto con los analisis de
sangre, aunque a dia de hoy también se utilizan muestras de pelo, saliva, sudor y



otros fluidos y tejidos bioldgicos so6lidos como matrices alternativas y complementarias
a las anteriores. Cada una de estas matrices posee unas caracteristicas determinadas
gue proporcionan diferente informacién, de forma que en funcién de lo que se esté
buscando se escogera una u otra.

El andlisis de sangre es el Unico que permite extrapolar los valores correspondientes al
mismo momento en que se recogieron las muestras, permitiendo asi establecer una
hipétesis sobre la concentracion de la droga en el momento de interés y deducir el

posible grado de afectacién del individuo en un momento dado?®.
2.4.1 USO DEL PLASMA COMO MATRIZ BIOLOGICA:

La sangre es un medio idéneo para realizar analisis toxicoldgicos, también en el caso
de la buprenorfina.

La sangre total esta compuesta por dos fracciones bien diferenciadas: células
sanguineas (o0 elementos formes) y el suero sanguineo. El plasma es la parte acuosa
de la sangre a la que se le ha afadido un anticoagulante y para cuya obtencion se han

eliminado las células sanguineasll. Es equivalente al suero sanguineo, solo que en el
caso del suero no se aflade anticoagulante, primero se permite la formacion del
coagulo y luego se elimina junto con las células sanguineas tras un proceso de
centrifugado. Por motivos técnicos muchas determinaciones se realizan con mayor
facilidad en suero, aunque las concentraciones de la mayor parte de los analitos son
las mismas en cualquiera de los dos elementos.

El plasma es una matriz compleja cuyo componente principal es el agua con un gran
namero de solutos disueltos y particulas en suspensién tales como proteinas,
amino&cidos, hidratos de carbono, lipidos, sales, hormonas, metabolitos, enzimas,
anticuerpos, gases y productos de degradacion.

B Composicion del plasma Solutos plasmaticos

8% y s Otros
\ Salesmorgamcas.S 29

8%

8

Figura 4. Composicion del plasma sanguineo.
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Debido a la gran complejidad constitucional del plasma, es necesario realizar una
separacion del analito de su matriz antes de realizar su determinacion a fin de
disminuir la presencia de interferencias.

2.5 TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS:
2.5.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO (ELL):

La mayoria de los procesos de analisis para la determinaciéon de un analito en una
muestra biolégica suele requerir una etapa de extraccion para aislarlo de su matriz a
fin de disminuir la presencia de interferencias debidas a la constitucién de la propia
matriz.

Los métodos mas empleados en el campo de la toxicologia forense son: la extraccién
liguido-liquido, la extraccién en fase sdlida (SPE) y la microextraccién en fase sélida
(SPME).

En la bibliografia consultada se describen multiples métodos para extraer la
buprenorfina de su matriz biolégica ya sea orina, pelo, visceras o plasma; mediante
extracciones liquido- liquido (ELL) o en fase solida (SPE) (12, 13,14, 15,16, 17) ' A |
vista de las diferencias entre los distintos métodos, se puede decir que no existe un
método de extraccién ideal o universal, por lo tanto para hacer una buena seleccion
deben tenerse en cuenta los siguientes factores: naturaleza de la droga,
farmacocinética y distribucién de la droga y sus metabolitos, solubilidad en diferentes
disolventes, tipo de técnica instrumental que se aplicard para sus posterior analisis y
finalmente economia de reactivos.

Teniendo en cuenta estos factores, hemos decidido realizar la extraccion de la
buprenorfina con una extraccion liquido- liquido simple. Este tipo de extraccién es una
de las técnicas de mas empleadas para separar componentes de una mezcla y se
basa en la reparticiéon de un soluto entre dos fases no miscibles (generalmente una
acuosa y otra organica). A una temperatura dada, la relacién de concentraciones del
compuesto entre ambos disolventes es constante, y se llama coeficiente de reparto,
su valor determinara la eficacia de la extraccion. Al principio el soluto se encontrara
disuelto en uno de los disolventes, pero tras la extraccion la mayor parte pasara al
otro, como éstos no son miscibles, se formaran dos fases facilmente distinguibles (la
mas densa se situara en la parte inferior) y luego se cogera la fase de interés en la que
tengamos nuestro soluto para seguir trabajando con ella.

2.5.2 CROMATOGRAFIA DE GASES- ESPECTROMETRIA DE MASAS:
CROMATOGRAFIA DE GASES:

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una de las
técnicas hibridas mas utilizadas en el laboratorio analitico, esto es debido a que

constituye una potente herramienta para separar, identificar y cuantificar los

8

componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas1 con una excelente

sensibilidad y selectividad.

11



La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y una mévil que se mueve en

una direccién determinadal®.

A diferencia de otros tipos de cromatografia, en la cromatografia de gases, la fase
movil es un gas quimicamente inerte (gas portador) que solo cumple la funcién de
transportar la muestra a través de la columna sin interaccionar para nada con el
analito. La fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido fijado en la columna
cromatogréfica, dando lugar a cromatografia gas-soélido y gas-liquido respectivamente.
En el primer caso la fase estacionaria retiene los analitos por adsorcion y el segundo el
mecanismo de interaccion es el reparto. La cromatografia gas-soélido tiene una
aplicacion limitada debido a que la adsorciébn no es lineal, es por ello que la
cromatografia gas-liquido es mas ampliamente utilizada.

Esta técnica presenta una elevada eficacia de separacion, excelente reproducibilidad
(sobre todo en cuanto a tiempos de retencién se refiere) y tiene la ventaja de que
necesita muy poca cantidad de muestra, lo que la hace una técnica idénea para el
analisis de drogas.

Para que una sustancia pueda ser analizada adecuadamente mediante cromatografia
de gases ha de ser volatil o transformable en un compuesto volatil (derivatizacién),
estable a la temperatura de trabajo, de peso molecular inferior a 1000 g/mol y
preferiblemente no iénica y poco polar.

ESPECTROMETRIA DE MASAS:

La espectrometria de masas es una técnica de andlisis cualitativo para la
determinacion de estructuras moleculares que, acoplada a la GC, es usada como
sistema de deteccion. Los compuestos separados cromatograficamente, se inyectan
en fase gaseosa en una camara que se mantiene a elevado vacio en el que las
moléculas pueden moverse libremente y son ionizadas en sus fragmentos como iones
caracteristicos. Una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo a su relacion
masa-carga (m/z) y finalmente son detectados mediante un dispositivo adecuado,
obteniendo asi un espectro de masas que representara los diferentes tipos de iones en
funcién de su relacién masa-carga y su abundancia relativa. Este espectro de masas
es como una huella dactilar del compuesto que permite identificarlo perfectamente.

2.5.2.1 INSTRUMENTACION EN CROMATOGRAFIA DE GASES:
Componentes basicos de un cromatdgrafo de gases:

e Fuente de gas portador y sistema neumético o electronico para el control del
flujo de gas.

e Sistema de inyeccion.
e Horno y columna cromatograficos.
e Sistema de deteccion.

e Sistema de adquisiciéon de datos.
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Figura 5. Esquema de un cromatdgrafo de gases.
Gas portador:

Los gases portadores son quimicamente inertes y no afectan a la separacion, sin
embargo influyen ligeramente sobre la velocidad optima de la fase movil y esto a su
vez sobre el tiempo de analisis. Los mas utilizados son el helio, el nitrégeno y el argon.

Inyector:

La eficacia de la columna requiere que la muestra sea de tamafio adecuado y que se
introduzca como un “tapén” de vapor. La inyeccion lenta de muestras demasiado
grandes da lugar a un ensanchamiento de bandas y una resolucién pobre, y si son
demasiado pequefias puede que no lleguen a ser detectadas. Normalmente se suele
emplear una micro-jeringa para inyectar la muestra a través de un séptum de goma en
una camara de vaporizacion instantanea situada en la cabeza de la columna, que
estara aproximadamente a unos 50°C por encima del punto de ebullicion del

compuesto menos volatil de la muestra®’.

El inyector mas usado para columnas capilares es el inyector caliente Split/ Splitless
que puede operar de dos modos diferentes:

e Modo Split: Con divisién de flujo, de forma que solo cierta cantidad de la
muestra inyectada llega a la columna, el resto es expulsado a través de una
valvula. Se usa para muestras puras (no disueltas) o para muestras en las que
la concentracion de analito es relativamente grande.

e Modo Splitless: Sin divisién de flujo. Toda la muestar que se inyecta llega a la
columna. Se emplea con muestras diluidas o para detectar trazas de analito.

Horno:

Mantiene la columna termostatizada a una temperatura determinada y permite ir
variando la temperatura a una velocidad prefijada y constante predeterminada por la
programacion, de manera que podemos controlar la retencion de los analitos en
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funcién de la temperatura. El rango de trabajo de un horno cromatografico suele
encontrarse entre la temperatura ambiente y unos 400°C- 450°C. En la préctica las
condiciones de trabajo estan determinadas por la sensibilidad de la fase estacionaria a
la temperatura y presion.

Columna cromatogréfica:

Las columnas de cromatografia de gases son unos tubos huecos delgados y con una
longitud que va de 2 a mas 50 metros en los que realiza la separacion de los
componentes de una muestra gaseosa. En su interior contienen una fase estacionaria
con la que interaccionan los analitos quedando retenidos de manera selectiva.

Existen principalmente dos tipos de columnas:

e Columnas Rellenas: La fase estacionaria se deposita sobre particulas solidas
gque se encuentran llenando completamente el interior de la columna.

e Columnas abiertas o capilares: La fase estacionaria se deposita sobre las
paredes internas del tubo. En la actualidad son las mas empleadas ya que son
mas eficaces y rapidas.

Deben de estar fabricadas con materiales que resistan las temperaturas con las que
se trabaja en el interior del horno, hoy en dia suelen ser de acero inoxidable, vidrio,
teflén o silice fundida.

2.5.2.2. INTERFASE DE LA GC-MS:

El principal problema que se plantea a la hora de acoplar la cromatografia de gases
con la espectrometria de masas es que la primera trabaja a una presioén ligeramente
superior a la atmosférica mientras que la otra trabaja bajo alto vacio, ademas de que la
mayor parte del gas que sale del cromatégrafo es gas portador, de forma que si lo
introducimos en el espectrometro de masas directamente obtendriamos picos enormes
para el gas portador y los correspondientes nuestra muestra serian casi invisibles en
comparacion. Ambos problemas se pueden solucionar facilmente introduciendo un
dispositivo de conexion intermedia (interfase) que sea capaz de acoplar las dos
presiones y eliminar la mayor parte de gas portador. El extremo de la columna se
introduce directamente en el interior de la fuente de iones dando lugar a una interfase
directa. La mayor ventaja que presenta es que garantiza que toda la muestra entra en
la cdmara de ionizacion, el problema es que cuando hay que cambiar o limpiar la
columna hay que romper el vacio y luego re alinear el extremo de la columna en la
fuente, lo cual es un trabajo largo y tedioso.

2.5.2.3 INSTRUMENTACION EN ESPECTROMETRIA DE MASAS:
Elementos principales de un espectrometro de masas:
e Fuente de ionizacion.

e Analizador de masas.
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Figura 6. Esquema de un espectrometro de masas.

Fuente de ionizacion:

Principalmente existen dos tipos de ionizacién: la quimica y la electrénica.

lonizacién por impacto electronico (El): Las moléculas de la muestra en estado
gas son bombardeadas e ionizadas por un haz de electrones de alta energia.
Cuando el haz de electrones colisiona con las moléculas se producen varios
procesos que conducen a la formacion de iones (especialmente de iones
positivos por eliminacion de un electrén) y se genera energia que provoca la
fragmentacion de la molécula en todos los iones positivos posibles, formados
en mayor o menor abundancia en funcion de la estructura molecular de cada
compuesto. Ademas al trabajar bajo alto vacio, las moléculas e iones no
chocan entre si y es posible separarlos, originando espectros de masas
caracteristicos para cada compuesto.

lonizacién quimica: El proceso de ionizacién quimica es bastante similar al de
la ionizacion electrénica, lo Unico que variaria seria el agente ionizante, que en
este caso serian iones.

Hoy en dia, el método de ionizacion mas empleado es el de impacto electronico, en el
que se trabaja con energias de ionizaciébn de 70 eV, ya que energias menores
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producen pocos fragmentos dando lugar a espectros poco caracteristicos y energias
mayores generan excesivos fragmentos, haciendo que el ion molecular casi no
aparezca y la informacion que nos proporcione sea insuficiente.

Analizador de masas:

Una vez ionizada la muestra y fragmentadas las moléculas, se emplea una placa
cargada positivamente para repeler los iones y expulsarlos fuera del haz de electrones
hacia el analizador de masas que los separard y analizar4 de forma individual. Los
analizadores mas utilizados para acoplar a CG son el de campo magnético y el
analizador cuadrupolar.

e Analizador de masas de sector magnético: Cuando los iones abandonan la
camara de ionizacion llevan una cierta velocidad suministrada por el campo
eléctrico al que han sido sometidos y que dependera de su masa. Luego, se les
aplica un campo magnético perpendicular al movimiento que llevan que les
obligard a describir una trayectoria diferente dada por su relacién m/z.

e Analizador de masas cuadrupolar: Estd compuesto por cuatro rodetes
dispuestos sobre una circunferencia, de forma que el haz de iones que sale de
la camara de ionizacién incide sobre el centro del dispositivo. Sobre estos
rodetes, por pares alternos, se aplica una combinacion de potenciales de
radiofrecuencia (RF) y de corriente continua (DC) iguales pero de signo
opuesto, que van variando de forma que solo permiten avanzar a los iones que
tienen una relacibn m/z determinada, que serdn los Unicos que puedan
atravesar el filtro del analizador por completo. En funcién del potencial
aplicado a los pares de rodetes pasan unos iones u otros.

Estos ultimos analizadores son muy veloces y pueden trabajar tanto en modo SIM
(Selected lon Monitoring) como en SCAN (modalidad de barrido de GC-MS), por lo
que son ideales para acoplar con la técnica de CG. Este tipo de analizadores pueden
trabajar en un rango que va desde 10 a 2000 m/z, aunque el rango de trabajo tipico en
CG est4 entre 10- 800 m/z.

Se trabaja en modo SIM cuando se conoce de antemano la sustancia que se va a
determinar asi como su espectro de masas, de forma que solo llegaran al detector los
iones de la m/z que hayamos seleccionado y el resto se perderan en los rodetes,
logrando asi maximizar la sensibilidad.

Usaremos el modo SCAN cuando no sepamos que compuestos puede haber en una
muestra, de forma que en vez de seleccionar iones determinados hacemos un barrido
de iones de un amplio rango de masas, obteniendo un espectro que luego se compara
con otros de la libreria de espectros del equipo cromatografico para identificar los
compuestos que se hayan presentes en la muestra.
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3.JUSTIFICACION Y OBJETIVOS:

En la actualidad la buprenorfina es ampliamente usada en el tratamiento de un gran
ndamero de pacientes, ya sea como analgésico o como terapia para tratar la adiccion a
otros opioides. Se cree que sus efectos adictivos son menores que los de la morfina,
sin embargo debido a que el farmaco ha comenzado a utilizarse como droga de abuso
(generalmente en combinacién con otras drogas como cocaina, cannabis o alcohol)
supone un riesgo para la poblacion, habiendo llegado a darse numerosos casos de
intoxicaciones y muertes relacionados con su consumo.

Dada la situacién actual, el elevado nimero de pacientes que estan siendo tratados
con el farmaco y el enorme potencial del mismo como droga de abuso, es necesario
desarrollar y optimizar un método validado para la determinacion de esta sustancia en
muestras bioldgicas.

Por estas razones, en el presente trabajo, nos hemos planteado los siguientes
objetivos:

e Desarrollo de una técnica de extraccién liquido-liquido para aislar la
buprenorfina de muestras plasmaticas con la mayor eficacia posible.

e Desarrollo y optimizacion de un método analitico que nos permita detectar y
cuantificar esta sustancia en sangre mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

e Validacion del método desarrollado para garantizar su reproducibilidad,
sensibilidad y selectividad.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

4.1. MEDIOS EXPERIMENTALES
4.1.1 EQUIPOS:

e Agitador mecanico Reax 2000 (Heidolph®)

e Agitador mecénico con rotacion (Selecta®)

e Céamara frigorifica.

e Campana de extraccion.

o Centrifuga Mixtasel (Selecta®)

¢ Cromatégrafo de gases HP 6890 Series (Hewlett-Packard®)

e Espectrémetro de masas HP 5973 Network (Hewlett-Packard®)
¢ Estufa (Raypa®)

e Bafio termostatico EC 1 (VLM®)

e Ordenador HP 1702 (Hewlett-Packard®)

4.1.2 MATERIAL:

e Chupona.

e Frascos lavadores.

e Gradillas en Z.

¢ Insertos para el automatico GC-MS.

e Jeringa de inyeccién de 10 uL HP (Hewlett- Packard®)

e Micropipetas automaticas (mirar capacidad) (Eppendorf®)
e Parafilm.

¢ Pipetas Pasteur (Brand®)

e Probeta de 10 mL.

e Reloj.

e Septum para el automatico GC-MS.

e Tubos de vidrio con tapén

e Tubos de fondo cénico con tapén de vidrio.

e Vasos de precipitados de 25 y 50 mL

e Viales de vidrio tintado de 5 mL para guardar las disoluciones patrén
e Viales para GC-MS (automatico)

4.1.3 REACTIVOS:

e Agua destilada.

e Agua mili-Q.

e BSTFA (Merck®).

e Disolucién patrén de Buprenorfina en metanol de 1mg/mL (Cerilliant®).
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e Disoluciéon patrén de Buprenorfina-d4 (deuterada) en metanol de 1mg/mL
(Cerilliant®).

e Hidroxido Sédico (Merck®)

¢ Metanol (Merck®)

e Plasma blanco.

e Tertbutil metil éter (Panreac®)

e TMCS (Merck®).

4.1.4 PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE TRABAJO:

Patrones de Buprenorfina y de Buprenorfina-d4: En ambos casos, las disoluciones
patron de buprenorfina se prepararon a partir de disoluciones comerciales de 1mg/mL.
Se trabajo con dos patrones, uno de 10 pg/mL y el otro de 1 ug/mL. Para prepararlos
se cogieron respectivamente 10 uL y 1 uL de disolucion comercial de buprenorfina de
1 mg/mL y se diluyé cada uno en 1mL de MeOH. Los patrones de buprenorfina-d4 se
prepararon de la misma manera pero partiendo de la disolucibn comercial de
buprenorfina-d4 de 1mg/mL.

Derivatizante: BSTFA/TMCS (99:1).

El derivatizante se prepard a partir de dos patrones comerciales de BSTFA y TMCS,
cogiendo 990 uL de BSTFA y 10 uL TMCS para preparar 1 mL de disolucion.

4.2 METODOLOGIA ANALITICA:

4.2.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS:
El primer paso para el desarrollo del método cromatogréfico fue el establecimiento de

las condiciones cromatograficas mas adecuadas para analizar el compuesto,

mejorando asi tanto la calidad como el tiempo de analisis, 13 1> 16, 17,18

Las condiciones finalmente empleadas fueron:

INYECTOR:

La temperatura empleada fue de 250°C, con un tiempo de purga de 2 minutos (es
decir, el gas portador no arrastra la muestra hasta pasados 2 minutos desde su
inyeccién). Las inyecciones se realizaron en modo splitless (sin division de flujo).
COLUMNA CROMATOGRAFICA:

La columna empleada ha sido una columna capilar HP-5 de 30 m de longitud y 250
um de diametro interno, recubierta interiormente por una capa de fenilmetilsiloxano al
5% como fase estacionaria. Como gas portador se ha utilizado Helio, con un flujo de
1,8mL/min.

HORNO:

Para conseguir una buena resolucion cromatogréfica entre picos, se necesita aplicar
un programa de temperaturas, ya que un método de temperatura constante no
proporcionaria buenos resultados. Tras probar varios diferentes, se establecié el
siguiente programa de temperaturas:
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Figura 8. Programa de temperaturas.

El programa, comienza a 100°C y rapidamente se incrementa hasta 300°C a razén de
35°C/min, esta temperatura final se mantiene durante 14 minutos. Finalmente se
mantiene una temperatura de 300°C durante 10 minutos para favorecer la limpieza de
la columna. La buprenorfina sale a 17,15 minutos, mientras que la buprenorfina-d4
sale en el minuto 17,05. El tiempo total del cromatograma es de 19,71 minutos.

DETECTOR:

El detector selectivo de masas, se mantuvo a una temperatura constante de 320°C,
gue usaba el impacto electrénico con una energia de 70 eV como método de
ionizacion de la muestra y un analizador cuadrupolar como analizador de masas.
Primero, hemos inyectado el patrén de buprenorfina derivatizado y hemos operado con
el método SCAN para identificar nuestro compuesto. Cuando el detector trabaja en
este modo, realiza un barrido de masas con un rango de entre 50 y 550 m/z, con una
velocidad de barrido de 1,5 scans/s y un tiempo de parada en cada masa de 100ms.
Esto nos permiti6 conocer el espectro de masas de la buprenorfina, y el de la
buprenorfina-d4, con los iones mas representativos de cada compuesto.

Posteriormente, una vez identificados los compuestos, se trabaja con el modo SIM, en
el que elegimos los iones de mayor abundancia. En el caso de la buprenorfina son:
450 m/z, 482 m/z y 506 m/z. Y en el de la buprenorfina-d4: 454 m/z, 486 m/z y 510
m/z.

El modo de trabajo empleado se seleccionara en funcién de la naturaleza y objetivo
del analisis. Cuando el detector trabaja en modo SCAN se realiza un barrido por un
rango de valores masa/carga (modo de barrido total o de i6n mudltiple). El tiempo
invertido en realizar un barrido de masas/carga entre 50 y 550 es menor de un
segundo (1.5 scans/seg), con un tiempo de parada en cada masa de 100 mseg. Las
repeticiones constantes de estos barridos proporcionan informaciéon sobre las masas
de todos los compuestos que llegan al detector de masas. El modo SCAN es
apropiado para el andlisis de compuestos desconocidos y para conocer también sus
tiempos de retencion. El modo SIM (modalidad de i6n Unico) aumenta en gran medida
la sensibilidad de la deteccién, ya que se monitorizan un numero reducido de iones. Se
eligen aquellos iones de mayor abundancia para los compuestos (siempre que sea
posible, ya que a veces surgen incompatibilidades o coincidencias). Ademas, en el
modo SIM es mucho menor el ruido de fondo provocado por impurezas de la columna.

Asi pues, este trabajo se ha desarrollado trabajando con el modo SIM, aumentando
asi la sensibilidad de deteccién del compuesto analizado.
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4.2.2 PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION:

Dado que las matrices bioldégicas son muy complejas, necesitamos extraer nuestro
analito con la mayor eficacia y rendimiento, disminuyendo en lo posible las
interferencias.

Para extraer la buprenorfina de su matriz plasmética, hemos empleado una extraccién
liguido-liquido debido a su sencillez, rendimiento, economia y eficiencia.

Se han llevado a cabo diversas pruebas con diferentes disolventes para elegir el mejor

a la hora de extraer la buprenorfina del plasma. Tras probar 4 disolventes: una mezcla
de tolueno/acetato de etilo en relacién (9:1), acetonitrilo, diclorometano y tertbutil metil

éter (los 3 primeros encontrados en la bibliografia 13,17, 18), se comprobo que el que
mejores resultados ofrecia era el Tertbutil metil éter, por lo que, finalmente, fue el
disolvente seleccionado para llevar a cabo nuestro trabajo.

Para hacer la extraccién, en un tubo de vidrio con tapén afiadimos 1mL de plasma,
20uL de patrén interno de buprenorfina deuterada de concentracion igual a 10ug/mL y
20pL de NaOH 2M. Se agita la mezcla brevemente y se comprueba que el pH esté
sobre 10. Luego se le afiaden 5mL de Tertbutil metil éter y se agita en un agitador
mecéanico con rotacion durante 20 minutos para extraer los analitos hacia la fase
organica.

Tras este tiempo se centrifuga la mezcla durante 10 minutos a 4000 r.p.m. para
separar la fase organica de la acuosa. Ayudandonos de una pipeta Pasteur,
transferimos la fase organica a un tubo de vidrio de fondo coénico y evaporamos el
disolvente en seco. Esta evaporacion tiene lugar en un bafio termostatico a 40°C y
bajo corriente de nitrégeno.

El procedimiento de extraccion se puede ver en el siguiente esquema:
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1 mL de muestra plamatica

+20uL Buprenorfina-d4 de
[1=10 pg/mL

> Tubo de vidrio de
10 mL

4+—

+ 5 mL Tertbutil metil éter

Agitar

Evaporaciaon en seco

Derivatizacion

GC-MS

Fase organica

+20 uL NaOH 2M (pH ~ 10,5)

20 min

Centrifugar

10 min

Fase acuosa

Coger fase organica

Figura 9. Esquema de extraccion.
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4.2.3 DERIVATIZACION:

En muchas ocasiones para poder analizar una sustancia por GC es necesario
derivatizarla antes con el fin de aumentar su volatilidad. Algunos agentes sililantes
tales como el BSTFA, TMCS o el MSTFA son perfectos para este proposito, gracias a
su capacidad para reaccionar con un amplio espectro de grupos funcionales (hidroxilo,
carboxilo, amino...). Ademas tras la derivatizacion no es necesario eliminar el exceso
de reactivo antes de introducir la muestra en el cromatografo, aunque la derivatizacion
ha llevarse a cabo en condiciones anhidras debido a la elevada sensibilidad de estos
reactivos al agua.

El derivatizante empleado en este caso es una disolucion de BSTFA con un 1% de
TMCS.

Después de llevar a cabo el proceso de extraccion y tras la evaporacién del disolvente,
derivatizamos la muestra afiadiendo 40 pL de BSTFA/TMCS (99:1), luego, tapamos el
tubo con un tapon de vidrio y lo introducimos en la estufa a 100°C durante 20 minutos.

La reaccion que tiene lugar durante este proceso es la siguiente:

o CH3 GHg CHa For BSTFA,
’ 5 5 | X=CFs—C = N
Sample —O: + CHy—si—x —* [Sample—ClJ—Si—x] —> Sample —0O—Si—GHs + HX = Mra
|

CH3 H CHs CHa 8]

For TMCS,
X =Cl

Adapted from Knapp (2).

— Si{CH3)a

T98-0120, 0131

Figura 10. Reaccion de derivatizacion??.
Una vez derivatizada la muestra, se coge 1lpuL de muestra y se inyecta en el
cromatografo para ser analizada.

4.3 VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA:

Para poder asegurar la calidad y fiabilidad de los resultados obtenidos con cualquier
método, es necesario llevar a cabo una puesta a punto y validacién del mismo, es
decir, corroborar que el método proporciona resultados fiables dentro de un margen de
error preestablecido y que es adecuado para el fin que se persigue.

Para ello, hemos de demostrar que cumple una serie de requerimientos o parametros
de calidad que explicaremos a continuacion.

4.3.1. SELECTIVIDAD:

La selectividad se define como la capacidad de un método para diferenciar y
cuantificar un determinado analito en presencia de otros componentes en una
muestra.
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Para evaluar la selectividad del método deben analizarse, por lo menos, 6 muestras
blanco de distinta procedencia. Con esto se pretende demostrar la ausencia de

respuesta en una muestra blanco de nuestra matriz biolégica, en este caso, plasma,

para garantizar que no vamos a tener interferencias en nuestras determinaciones®°.

4.3.2 SENSIBILIDAD: LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

La sensibilidad de un método analitico mide su capacidad para detectar un cambio
minimo en la concentracién de un analito. La sensibilidad de un método se evalla
mediante los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LLOQ).

e Limite de deteccion (LOD): El limite de deteccion se define como la minima

concentracion de analito que podemos detectar, es decir el nivel mas bajo
detectable (no cuantificable). Para un nivel de confianza dado, el LOD, debe
ser estadisticamente diferente de la muestra blanco.
Para hallar el limite de deteccion se realiza un analisis de una serie de
muestras de concentraciones conocidas y decrecientes hasta hallar la minima
concentracion detectable. Para que el limite de deteccion sea valido, la sefal
proporcionada por esta concentracion, ha de ser, por lo menos,3 veces mayor
que la linea de base (ruido).

Lop =2
b

Donde S es la desviacion estandar del blanco y b la pendiente de la curva de
calibrado.

e Limite de cuantificacion (LLOQ): El limite de cuantificacion puede definirse
como la minima concentracién de analito con la que se pueden realizar
determinaciones cuantitativas. Es el punto mas bajo en la recta de calibrado y
la respuesta del analito en el LLOQ debe ser, por lo menaos, 10 veces mayor
gue la respuesta del blanco (que la linea de base). Ademas la respuesta del
analito debe ser identificable y reproducible con una precision de minimo el

20% y una exactitud de entre 80%-120%22.

10S
LLOQ = ——

Donde S es la desviacién estandar del blanco y b la pendiente de la curva de
calibrado.

4.3.3 LINEALIDAD:
Para que un método sea valido, es necesario que proporcione una respuesta lineal en

el intervalo de trabajo con el fin de asegurar que los resultados que se derivan del
andlisis proporcionan informacion real.
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La linealidad mide el grado en que la respuesta analitica, respecto a la concentraciéon
del analito, se ajusta a una funcién lineal®?.

Dentro de la linealidad se incluye la proporcionalidad entre concentracién de analito y
la sefial obtenida, asi como el rango de concentraciones de analito para el cual el

método es capaz de proporcionar buenos resultados.

De acuerdo con la bibliografia consultada®, las concentraciones terapéuticas en
plasma, normalmente oscilan entre 3-7ng/mL, pero con un rango muy variable (casos
de 30-40ng/mL en algunos pacientes habituados). Nosotros hemos seleccionado que
nuestro método empiece en torno a 10 ng/mL (LOD) aunque exista un pequefio gap
entre los niveles terapéuticos y toxicos. Esto es debido a que las concentraciones
terapéuticas varian mucho en funcién de los casos y la bibliografia que se consulte y
porque ademas la mayoria de casos toxicos son de concentraciones mayores, en
torno a 100 ng/mL (80, 100, 140...), que en un laboratorio de toxicologia forense sera
con lo que mas se trabaje.

Para el estudio de la linealidad, hemos trabajado con varias curvas de calibrado para
el analito en plasma blanco (sin buprenorfina).

Se debe trabajar con un minimo de 5 puntos de concentraciones ascendentes
(incluyendo el LLOQ) ademas de un blanco. Nosotros hemos empleado 8 puntos en
total: un blanco y siete de concentraciones que se hallan incluidas en un rango que va
de 0-200 ng/mL.

Hemos hecho 7 rectas de calibrado en diferentes dias para mediar la linealidad
(ensayos interdia).

El calibrado se realiza en base a la relacién de areas de los picos cromatogréaficos
proporcionados por el analito y el patron interno (en este caso buprenorfina y
buprenorfina-d4 como patrén interno).

Concentracion | Concentracio Volumen Volumen patrén | Volumen Volumen
Buprenorfina n Patréon patrén Buprenorfina-d4 | Plasma | Tertbutil metil
(ng/mL) Buprenorfina| Buprenorfina de []= 10pg/mL éter
(uL/mL) (L) (L) (mL)
0 - - 20 1 5
40 1 40 20 1 5
50 1 50 20 1 5
60 1 60 20 1 5
80 1 80 20 1 5
100 10 10 20 1 5
150 10 15 20 1 5
200 10 20 20 1 5

Tabla 1. Datos para las rectas de calibrado.
Una vez obtenidos los datos experimentales para determinar la curva de calibrado, se

hace un analisis de la regresién por minimos cuadrados con el fin de ajustar nuestros
datos a una recta del tipo de:
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Yy =a+ bx

Donde a es la ordenada en el origen; b es la pendiente de la recta; y es el valor de la
respuesta; y x es el valor de la concentracién de analito.

4.3.4 EXACTITUD, PRECISION Y RECUPERACION:

Exactitud: La exactitud de un método analitico se describe como la proximidad
del valor analitico al valor real. Para evaluar la exactitud del método, se hacen
analisis de replicados de muestras que contienen cantidades conocidas de
analito. Para medir la exactitud de un método, deben hacerse un minimo de 5
determinaciones para un minimo de 3 concentraciones dentro del rango
elegido para la recta, normalmente se cogen el LLOQ, el limite de
cuantificacién superior (ULOQ, punto alto de la recta de calibrado), y un punto

de concentracién intermedia23

Para el calculo de la exactitud se emplea el parametro de error medio relativo
(expresado en porcentaje), que viene dado por la siguiente formula:

X — Xi Eg’xi

n

Er = x 100 X =

Xi

Siendo: x valor de la media, xi cada una de las muestras individuales y n el
numero de medidas realizadas.

Como criterio de validacion, el error medio relativo debe ser menor o igual al 15% con

respecto al valor real (excepto en el caso del LLOQ que no debe superar el 20%) 23

Precision: La precision describe la reproducibilidad de los resultados, es decir,
la distribucién de los valores analiticos alrededor de su media. Siempre que se
realizan varias mediciones para una misma muestra, se producen errores
aleatorios, que provocan cierta variabilidad entre los datos obtenidos. La
precision viene dada por la dispersion entre estos valores y es una forma de
medir dichos errores.

Debe medirse haciendo un minimo de 5 réplicas para cada nivel de
concentracion de un minimo de 3 concentraciones diferentes dentro del rango
de la curva de calibrado (LLOQ, ULOQ, y un punto medio).

La precision se evalla mediante el coeficiente de variacion (CV), cuya férmula
se muestra a continuacion:

s ¥ (xi — )2
CVv={(-)x100 S bl b
(i)x s n—1
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Siendo: X valor de la media, xi cada una de las muestras individuales y n el
numero de medidas realizadas.
La precision calculada a cada nivel de concentracién no debe superar el 15%

del CV (con excepcion del LLOQ, que no debe exceder el 20% del CV) 23

Tanto la exactitud como la precision se deben evaluar mediante ensayos
intradia para evaluar la repetitividad, es decir, bajo las mismas condiciones de
operacién y en un intervalo corto de tiempo; y mediante ensayos interdia (a lo
largo de diferentes dias), lo que permite evaluar las variaciones dentro de un
laboratorio y garantizar la reproducibilidad del método.

e Recuperacion: La recuperacioén o rendimiento de extraccidn, nos proporciona
una idea sobre la eficacia de la extraccion, es decir, de la cantidad de analito
que somos capaces de extraer de la matriz con nuestro método.

La recuperacion viene dada por la proporcién entre la respuesta del detector a
una concentraciébn de analito dada afiadida a la matriz biolégica y luego

extraido; y la respuesta del detector para la verdadera concentracion de la

sustancia afiadida tras el proceso de extraccion®3,

Para medirla, se eligen dos concentraciones (una alta y otra baja) y se analizan
por quintuplicado. Los resultados obtenidos, se comparan con un valor que
representa el 100% de extraccion, que se corresponde con el medido al afiadir
la misma concentracion de analito después de la extraccion.

En nuestro caso, para cada concentracion de buprenorfina, se cogieron 10
muestras de plasma, a 5 de ellas se les afiadi6 tanto la droga como el patron
interno deuterado (buprenorfina- d4); mientras que a las otras 5 solo se le
afadio el patrén interno.

Tras realizar el proceso de extraccion y la evaporacion del disolvente para
todas las muestras, las 5 muestras a las que ya se les habia afiadido droga
previamente fueron derivatizadas e inyectadas en el cromatégrafo de gases. A
las otras 5, se les afiadi6 la cantidad exacta de droga disuelta en metanol y se
volvio a evaporar para lograr la concentracion méaxima y luego fueron
igualmente derivatizadas e inyectadas en el cromatografo.

El calculo de la recuperacion se hizo en base a las relaciones de areas entre analito y
patrén interno, comparando las de las muestras extraidas con las muestras no
extraidas (que representaban el 100%).
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5. RESULTADOS:

5.1 IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS:

La identificacion de los compuestos se ha realizado a partir de sus tiempos de
retencion y de sus espectros de masas.

Para identificar los compuestos, se realizaron inyecciones de los patrones de
buprenorfina y buprenorfina-d4 para determinar sus tiempos de retencion y espectros
de masas, primero en modalidad SCAN (barrido) y luego en SIM (Selected ion
monitoring) cuando ya hayamos determinado los iones identificadores de cada
compuesto. Para ello, en dos tubos de fondo cénico, se cogieron 20 pL de cada
patron de concentracion 10ug/mL, luego, ambos se evaporaron en seco bajo corriente
de Nz a 40°C y una vez evaporado el disolvente, se derivatizaron con 40 uL de BSTFA-
TMCS (99:1) cada uno y se metieron en la estufa 20 minutos a 100°C.

Una vez derivatizados, se inyectaron en el cromatografo para obtener los
correspondientes cromatogramas y espectros de masas (figuras 10, 11 y 12), en los
gque nos hemos basado para seleccionar los iones cuantificadores y cualificadores de
cada especie y seguir desarrollando el método.

Buprenorina

2 ! L A

0
Time-->

“1600 s 1700 17s0 1@oo 1ss0 1300

Figura 10. Cromatograma de la buprenorfina y la bupernorfina-d4.
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Figura 11. Espectro de masas de la buprenorfina.

4540

436.0

s10.0

Figura 12. Espectro de masas de la buprenorfina deuterada.
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Como se puede observar en la figura 10 con el método cromatografico empleado se
ha obtenido una buena separacion, los picos aparecen resueltos en el cromatograma,
lo que nos ha permitido la monitorizacién de los iones a partir del espectro de masas y
operar luego en modalidad SIM.

La buprenorfina aparece a 17,15 minutos y la buprenorfina-d4 a 17,05 minutos. La
razén de que los tiempos de retencion de los dos compuestos sean tan proximos, se
debe a que la sustitucién de hidrégenos por deuterio no altera sus propiedades fisico-
quimicas, por lo que sera practicamente igual que la buprenorfina en todo a excepcién
del peso molecular, lo cual nos facilitara la identificacion del analito a la hora del
andlisis de muestras plasméticas.

Para cada compuesto se tomo6 como ion cuantificador el mas abundante, debido a que
son éstos los que mayor sensibilidad proporcionan (450 m/z para la buprenorfina y 454
m/z para su analogo deuterado).

En funcion de los datos obtenidos en los espectros, se han decidido tomar los iones
recogidos en la siguiente tabla para la identificacion de cada compuesto:

[[o]]
Compuesto cuantificador | lones cualificadores | Tiempo de retencién
(m/z) (m/z2) (minutos)
Buprenorfina 450 482, 506 17,15
Buprenorfina-d4 454 486, 510 17,05

Tabla 2. lones cuantificadores y cualificadores.

Una vez determinados los iones identificadores de cada compuesto, procedemos a
trabajar en modalidad SIM, que nos permite disminuir las interferencias y mejorar la
sensibilidad.

5.2 VERIFICACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA:
5.2.1 SELECTIVIDAD:

Tras realizar varios analisis de diferentes muestras blanco de plasma de distinta
procedencia, se ha comprobado la ausencia de interferencias en los tiempos de
retencion de los analitos.

A continuacion se muestra un ejemplo de un cromatograma de una muestra blanco a
la que se le ha afadido patrén interno con el fin de facilitar la localizacion de la
buprenorfina.
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Figura 13. Cromatograma de una muestra de plasma blanco.

Como se puede observar, solo aparece el pico del patron interno que hemos
adicionado. Buscando el compuesto mediante la introduccién sus iones caracteristicos
en modo SIM, comprobamos que la muestra estd exenta de compuestos que puedan
interferir con la determinacién de la buprenorfina en su tiempo de retencion, por tanto
podemos concluir que el método es selectivo a la hora de trabajar con muestras

plasméticas.

5.2.2 SENSIBILIDAD:

La sensibilidad del método fue evaluada mediante el calculo de los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LLOQ). Su célculo se realiz6 mediante el andlisis de
muestras de plasma blanco a las que se les afadi6 patrén deuterado en
concentraciones conocidas y decrecientes, luego se les aplic6 el proceso de
extraccion y finalmente fueron analizadas mediante nuestro método por GC-MS.

Para que el LOD y el LLOQ sean validos, sus sefiales han de ser respectivamente 3 y
10 veces mayor que la linea de base (como minimo). Para calcularlos se han

empleado las siguientes ecuaciones:

35 oo 108
LOD == Q=

En donde S representa la desviacion estandar del valor medio de la sefial de los
blancos y b la pendiente de la recta de calibrado.

Los resultados obtenidos para dichos parametros se recogen en la siguiente tabla:
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Desviacion estandar | Pendiente recta LOD LLOQ
del blanco (S) calibrado (b) (ng/mL) (ng/mL)

Buprenorfina 0,014 0,004

Tabla 3.Limites de deteccidn y cuantificacion para la buprenorfina.

5.2.3 LINEALIDAD:

La linealidad de la respuesta se evalu6 empleando 7 rectas de calibrado hechas en
diferentes dias y elaboradas a partir de 8 niveles de concentracién crecientes de
buprenorfina entre 0 y 200 ng/mL.

Para establecer la linealidad se estudié la respuesta del aparato, definida por el area
del pico cromatografico segun la concentracién de buprenorfina empleada. Las curvas
de calibrado fueron representadas graficamente por la relacion de areas (cociente
entre el area del pico cromatogréfico del ion cuantificador de la buprenorfina y el area
del de su analogo deuterado) en funcion de la concentracion.

En la siguiente figura se muestra un cromatograma del nivel de concentracion 150
ng/mL, que ilustra la diferencia entre las areas de los picos cromatograficos de los
iones cuantificadores de cada compuesto, en funcidon de los cuales se calculara la
relacion de areas necesaria para elaborar la recta de calibrado. (Figura 14)

Buprenorfina-d4

Buprenorfina

A

Time-->
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Figura 14. Cromatograma del nivel de concentracion de 150ng/mL.
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A continuacién se muestran los resultados de las medias de las relaciones de areas y
las concentraciones empleadas para realizar la recta de calibrado:

Concentracion Concentracion de | Relacidn de
Buprenorfina Buprenorfina-d4
(ng/mL) (ng/mL)
0 200 0
40 200 0,2
50 200 0,25
60 200 0,3
80 200 0,4
100 200 0,5
150 200 0,75
200 200 1

Tabla 4. Concentraciones y relacion de areas empleadas para la recta de calibrado.

Los datos obtenidos se someten a un analisis estadistico mediante regresion por
minimos cuadrados y se define el coeficiente de correlacion r? que refleja el ajuste de
los datos experimentales al modelo lineal (en todos los casos ha sido superior a 0’99,
lo cual significa una buena adecuacién al modelo lineal). En la tabla 4 se muestra el
resultado del andlisis de regresion y en la figura 15 la recta de calibrado obtenidas por
este método para la buprenorfina en plasma.

Analito Ecuacion de la recta

Buprenorfina 0,001 0,004 0,999 y= 0,004x + 0,001

Tabla 5. Ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion obtenidos para la
buprenorfina mediante regresion.
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Figura 15. Recta de calibrado de la buprenorfina en plasma.

En base a los resultados obtenidos, se puede decir que hemos conseguido un buen
ajuste de los datos experimentales a un modelo lineal, lo cual nos proporciona una
respuesta lineal en el intervalo de trabajo seleccionado y por tanto nos permite
asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos con el método.

5.2.4 EXACTITUD, PRECISION Y RECUPERACION:
Exactitud y precision:

Para evaluar la repetitividad y reproducibilidad del método, se realizaron varios
ensayos para analizar su exactitud y precision. Para el célculo de estos parametros, se
tuvo en cuenta la variabilidad de las mediciones durante un mismo dia (ensayos
intradia) y durante dias diferentes (ensayos interdia) con objeto de poder observar las
posibles fluctuaciones.

Se efectuaron ensayos con 5 réplicas para 3 niveles de concentracién de buprenorfina
distintos (alta, baja y media). Las concentraciones seleccionadas para realizar dichos
ensayos fueron: 40 ng/mL (LLOQ), 100 ng/mL y 200 ng/mL (ULOQ).

Como ya hemos mencionado anteriormente, dichos pardmetros se calculan en funcion
del error medio relativo (Er) para la exactitud (repetitividad); y del coeficiente de
variacion (CV) para la precision (reproducibilidad de los resultados), cuyas formulas
son las siguientes:
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X — Xi
Er =

s B /)3;;1(;“' — x)?
<100 cv = (2)x 100 s= A

Los datos obtenidos se muestran en las tablas 6y 7.

Xi

¢ Ensayos interdia:

Concentracién Concentracién Exactitud Precision
Buprenorfina media estimada (S %) (CV%)
(ng/mL) (ng/mL)
40 41,44 3,61 2,50
100 100,13 0,13 3,08
200 199,82 -0,09 2,67

Tabla 6. Precision y exactitud. Ensayos interdia.

¢ Ensayos intradia:

Concentracion Concentracién Exactitud Precision
Buprenorfina media estimada (S %) (CV%)
(ng/mL) (ng/mL)
46,89 17,22
100 102,20 14,20 0,68
200 212,93 11,81 3,87

Tabla 7. Precision y exactitud. Ensayos intradia.

La precisién y exactitud calculadas, no deben superar el 15% del CV y Er
respectivamente a cada nivel de concentracion (con excepcion del LLOQ, que no

debe exceder el 20%) 23 En nuestro caso se cumplen estos requisitos, por lo tanto

podemos afirmar que el método desarrollado es exacto y preciso segun las
especificaciones admitidas en las guias de diferentes organizaciones internacionales.

Recuperacion:

La recuperacion nos permite evaluar el rendimiento de la extraccion y se calcula como:
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Sefial de la [ | extraida

100
Senal de la [ |totalsin haber extraido x

% Recuperacion =

El célculo de la recuperacion se ha realizado por quintuplicado para 3 concentraciones
diferentes: una alta, una media y una baja. Los resultados obtenidos han sido los

siguientes:

Concentracién Rendimientos de Precision
Buprenorfina la extraccion (CV%)
(ng/mL) (%)
40 117,22 2,64
100 102,20 0,68
200 106,46 3,87

Tabla 8. Resultados recuperaciones obtenidas para cada nivel de concentracion.

Para la validacion de un método, el porcentaje de rendimiento de la extraccion puede
variar entre un 80-120%2° para ser considerado aceptable. En nuestro caso el maximo

es de 117,22%, que sigue siendo un valor aceptable, por lo que podemos determinar
que el proceso de extraccion es eficaz.
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6. DISCUSION:

El propdsito de este proyecto se centré en el desarrollo, puesta a punto y validacion de
un método para la determinacién de buprenorfina en plasma. En primer lugar, se
desarroll6 un procedimiento de extraccién que fue la extraccion liquido-liquido. En la

bibliografia consultada, se describen métodos de extraccion en fase solida (SPE) 14,

16, 17 y algunos de extraccion quuido-liquidol3’ 15,18 | a técnica de extraccion elegida

en nuestro caso fue la extraccion liquido-liquido, ya que es una técnica rapida, sencilla
y econémica que demostr6 una elevada eficacia.

De entre de los disolventes empleados en la bibliografia para hacer una extraccion
liquido-liquido, se probaron 3: una mezcla de tolueno/acetato de etilo en relacién (9:1),
diclorometano y acetonitrilo. A mayores decidimos probar un cuarto disolvente, el
tertbutil metil éter, y experimentalmente se observo gue la extraccion con este Ultimo
era la que mayor abundancia y recuperacion proporcionaba, asi que fue el
seleccionado como extractante.

Para alcalinizar la muestra y poder extraer nuestro analito, fue necesario afiadirle 20

pL de NaOH 2M para llevar la muestra aproximadamente hasta un pH de 10 tal y

como comentan algunos autoreslS.

Comparado a otros autores 16, 18 el rendimiento de extraccion proporcionado por
nuestro método es mayor, y fue elevado para las 3 concentraciones de buprenorfina
en las que se evaluo.

El método de derivatizacién escogido para aumentar la volatilidad del compuesto
demostro ser de gran utilidad para la determinacion de la buprenorfina. Fouad Chiadmi

y Joel Schlatter®’ ya habian descrito antes un método de derivatizacién que empleaba

BSTFA con 1% de TMCS como derivatizante, aunque con una ligera variacion en las

condiciones de derivatizaciébn, mientras que otros autores emplean otros
13, 14, 18

derivatizantes
La eleccién de la técnica analitica a emplear depende en la mayoria de los casos de la
disponibilidad y necesidades de cada laboratorio y, aunque en general la técnica mas
empleada para la determinacion de buprenorfina en muestras biolégicas es la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), en este proyecto
se optd por desarrollar un método para la determinacion de buprenorfina en plasma
mediante GC-MS, debido a que era la tecnologia existente en el laboratorio, y la que
se suele emplear en la mayoria de los laboratorios de toxicologia.

En relacibn a las condiciones cromatograficas, el programa de temperaturas

seleccionado ha permitido la deteccion del compuesto con un tiempo total de 19,71

minutos. Otros autores'® 1% 16, 17 emplean temperaturas mas elevadas y rampas mas

suaves, pero nosotros hemos empleado temperaturas inferiores y una rampa mas
acusada porque temperaturas tan altas como las que alcanzan con sus métodos
podrian dafiar el cromatografo empleado, y experimentalmente se observé que eran
las mas adecuadas.
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Para la cuantificacién del compuesto, el detector selectivo de masas ha operado en
modalidad SIM, dado que asi se incrementa enormemente la sensibilidad.

Al igual que otros autores'® 14 15 16, 17,18 " comg patron interno se ha elegido la

buprenorfina deuterada (buprenorfina-d4) debido a la similitud de sus propiedades
fisicoguimicas con el analito. Esta similitud se debe a que la Unica diferencia entre los
dos compuestos es que en la buprenorfina-d4 varios atomos de hidrégeno han sido
sustuidos por sus is6topos de deuterio, por lo que ambos compuestos presentan
practicamente los mismos tiempos de retencién, lo que varia son los espectros de
masas, lo que facilita la identificacion del analito.

La seleccion de los iones para la identificacion de los analitos, viene dada por la mayor
abundancia y especificidad encontradas para ambos, y como para la determinacién de
la buprenorfina se emplea su analogo deuterado, hay que tener en cuenta que algunos
iones van a ser comunes para los dos.

Los iones elegidos para la monitorizacion en modalidad SIM son los recogidos en la
tabla 2 (vista anteriormente en el capitulo 5).Estos iones coinciden con los empleados

por otros autores en la bibliografia consultada® 1> 18 17 como ion cuantificador se
ha usado el mayoritario, que en el caso de la buprenorfina es el 450 m/z y en el de la
buprenorfina-d4 el 454 m/z. Otros iones se han seleccionado como iones
cualificadores por su presencia significativa en el espectro de masas, que son el 482
m/z y el 506 m/z para la buprenorfina y el 486 m/z y el 510 m/z para la buprenorfina-
d4.En cuanto al rango de trabajo (40- 200 ng/mL), se definio en funcion de las
concentraciones toxicas encontradas para el farmaco en la bibliografia consultada®.
Elegimos movernos en un rango de concentraciones toxicas debido a que las
concentraciones terapéuticas varian mucho en funciéon de los casos y la bibliografia
gue se consulte (normalmente las concentraciones terapéuticas son de entre 3-7
ng/mL, pero ha llegado a haber casos de hasta 30-40 ng/mL en tratamiento de
pacientes adictos y/o con alta tolerancia). Ademas en un laboratorio de toxicologia
forense la mayoria de casos con que se trabaja son de concentraciones téxicas o

letales (normalmente en torno a 100 ng/ng) por lo que el rango seleccionado es el
mas adecuado para los fines con los que se va a emplear el método.

Los limites de detecciébn y cuantificacion  fueron 10 ng/mL y 40 ng/mL

respectivamente. Autores como Fuller Dwain et al, Kathun Nahar et al y Chiadmi

Fouad et al*® 16 17, emplean limites de deteccién y cuantificacion menores debido a

gue han escogido un rango de trabajo terapéutico en vez de toxico, en nuestro caso
como vamos a trabajar en un laboratorio de toxicologia forense, el LOD y el LLOQ se
ajustan a los fines para los que esta destinado.

El método ha demostrado una buena exactitud y precision tanto en los ensayos
interdia como en los intradia, lo que garantiza su fiabilidad para poder aplicarse en un
laboratorio toxicologico.
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7. CONCLUSIONES:

CONCLUSIONS:

This project has focused on both development and validation of a fast, reliable and
reproducible analytical method for the detection and quantification of buprenorphine in
plasma by using a simple liquid-liquid extraction to extract the analyte from its matrix
and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) for its analysis.

By carrying its development out, we have come to the following conclusions:

» The liquid-liquid extraction procedure used for Buprenorphine in plasma saves time,
simplifies extraction, and provides optimum efficiency.

* The analysis of Buprenorphine by GC-MS provides high sensitivity and selectivity
when determining this substance in plasma samples.

* The method shows a good linear correlation which is statistically significant and
reproducible for the working range (40-200 ng / mL), which allows us to quantify this
substance reliably and accurately.

* The analytical methodology developed has exceeded all parameters and validation
criteria established in the guidelines of various international organizations such as the
FDA (Food and Drug Administration) or AAFS (American Academy of Forensic
Sciences), which ensures reproducibility, sensitivity and selectivity of the method, and
allows its application to samples’ analysis in a toxicology laboratory.

Thereupon we can conclude that we have successfully met the goals we had set and
that our method is valid to be applied in a toxicology laboratory to real samples.

CONCLUSIONES:

Este proyecto se ha centrado en el desarrollo y validacion de un método analitico
rapido, fiable y reproducible que permite la deteccién y cuantificacién de buprenorfina
en plasma empleando una extraccion liquido-liquido simple para aislar el analito de la
matriz y cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS) para su analisis.

De su desarrollo se han podido sacar las siguientes conclusiones:

e El procedimiento de extraccion liquido-liquido empleado para la buprenorfina
en plasma supone un ahorro de tiempo asi como la simplificacion de la
extraccion, y proporciona una eficacia éptima.
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e EI andlisis de buprenorfina mediante GC-MS nos proporciona una alta
sensibilidad y selectividad a la hora de determinar dicha sustancia en muestras
plasmaticas.

e EI método muestra una buena correlacion lineal que es estadisticamente
significativa y reproducible para el rango de trabajo empleado (40-200 ng/mL),
lo cual nos permite cuantificar esta sustancia de manera fiable y precisa.

e La metodologia analitica desarrollada ha superado todos los parametros y
criterios de validacion establecidos en las guias de las diversas organizaciones
internacionales como la FDA (Food and Drug Administration) o la AAFS
(American Academy of Forensic Sciences), lo que garantiza la reproducibilidad,
sensibilidad y selectividad del método y permite su aplicacién para analisis de
muestras en un laboratorio toxicoldgico.

Con lo cual podemos concluir que hemos cumplido con los objetivos que nos
habiamos planteado satisfactoriamente y que el método es vélido para ser aplicado en
un laboratorio toxicolégico a muestras reales.

CONCLUSIONS:

Este proxecto centrouse no desenvolvemento e validacion dun método analitico
rapido, fiable e reproducible que permitise a deteccién e cuantificacién de buprenorfina
en plasma empregando unha extraccion liquido-liquido simple para aislar o analito da
matriz e cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS) para o seu analise.

Do seu desenvolvemento puidéronse sacar as seguintes conclusions:

e O procedemento de extraccion liquido-liguido empregado para a buprenorfina
en plasma supdn un aforro de tempo asi como a simplificacién da extraccion, e
proporciona unha eficacia 6ptima.

e O andlise de buprenorfina mediante GC-MS proporcibnanos unha alta
sensibilidade e selectividade a hora de determinar dita substancia en mostras
plasmaéticas.

e O método amosa unha boa correlacion lineal que ¢é estadisticamente
significativa e reproducible para o rango de traballo empregado (40-200
ng/mL), o cal nos permite cuantificar esta substancia de maneira fiable e
precisa.

¢ A metodoloxia analitica desenvolta superou todos os parametros e criterios de
validacion establecidos nas guias das diversas organizacions internacionais
como a FDA (Food and Drug Administration) ou a AAFS (American Academy of
Forensic Sciences), o que garante a reproducibilidade, sensibilidade e
selectividade do método e permite a sta aplicacion para analises de mostras
nun laboratorio toxicoloxico.
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Co cal podemos concluir que cumprimos 0s obxetivos que nos plantexaramos

satisfactoriamente e que o método é valido para ser aplicado nun laboratorio
toxicolégico a mostras reais.
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