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Aspectos generales y farmacologia de los antidepresivos

1.1. INTRODUCCION A LA DEPRESION

La depresidn es un trastorno mental que afecta en la actualidad a
aproximadamente 121 millones de personas [1]. El riesgo de sufrir esta
enfermedad en algun momento de la vida se sitia entorno al 5-10%, con alta
probabilidad de recurrencia, siendo su frecuencia aproximadamente el doble en

mujeres que en hombres [2].

Algunas conclusiones del estudio “Global Burden of Disease” (2000),
conducido por la OMS, el Banco Mundial y la Universidad de Harvard, sitian a
la depresiéon mayor unipolar como la cuarta de las enfermedades en Disability
Adjusted Life Years o Afios de Vida Ajustados por Discapacidad (DALY o
AVAD, respectivamente) en los paises en desarrollo, y primera causa de
incapacidad. DALY es la suma de los afios de vida perdidos debido a la
mortalidad prematura mas los afios perdidos por incapacidad producida por las
condiciones de salud, y es una medida creada para permitir la comparacion
entre las diferentes enfermedades. Se calcula que para el 2020 la depresion se
situard en segundo lugar después de la isquemia cardiaca [3]. Un aspecto
particularmente tragico de la depresién es su elevada asociacion el suicidio, ya
que el 10-15% de los pacientes con depresion clinica severa, y hasta un 25%
de los pacientes con trastorno bipolar presentan un comportamiento suicida en

algin momento [4].

Generalmente, los profesionales meéedicos basan su diagnostico en la
presencia de ciertos sintomas listados en la 42 edicibn de Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV), publicado por la Asociacion
Americana de Psiquiatria (APA) [5], o la Clasificacion Estadistica Internacional
de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10), de la que
es responsable la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Entre estos
sintomas se incluyen la aparicién de tristeza, pérdida de interés por actividades
gue antes resultaban placenteras, sentimientos de culpabilidad y baja
autoestima, alteracion del suefio y del apetito, problemas de concentracion y en
la toma de decisiones; en el peor de los casos, pensamientos recurrentes de

suicidio/ muerte [5,6,7].
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De manera general, se considera que una persona esta clinicamente
deprimida si presenta al menos cinco de estos sintomas, y la incapacidad para
llevar una vida con normalidad la mayoria de los dias durante un periodo de
dos semanas. Aun asi, el diagndstico de la depresién basado en esta lista de
sintomas no es simple, de modo que debe apoyarse también en la historia
clinica del paciente, los hallazgos de un completo examen fisico, y los analisis
de laboratorio con los que descartar la aparicién de sintomas depresivos como

consecuencia de otro problema médico [5].

A pesar de la utilizacion de criterios diagnosticos protocolizados por el
empleo de las citadas guias, de la existencia de tratamientos nuevos y de
mayor eficacia y, sobre todo, del mayor conocimiento de la neurobiologia de la
depresion, los estudios indican que aproximadamente un 30% de los casos

pasan desapercibidos [5].
« Trastornos depresivos
Se distinguen 3 tipos principales segun su forma clinica [8,9]:

Depresion severa (o trastorno depresivo grave), que se manifiesta con

la presencia de al menos cinco de los sintomas listados en DSM-IV
durante un periodo minimo de dos semanas (se clasifica como
depresion leve si son menos de cinco los sintomas presentes). Puede
gue se de en una Unica ocasion, pero lo mas habitual es que se
manifieste con varios episodios a lo largo de la vida.

Distimia (o trastorno distimico), es un tipo de depresion menos severo
gue incluye la presencia de una sintomatologia crénica que no
incapacita tanto, pero que sin embargo interfiere en el funcionamiento
y el bienestar del individuo. Muchas personas con distimia pueden
experimentar episodios depresivos severos en algun momento de su
vida.

Trastorno bipolar (o enfermedad maniaco-depresiva), caracterizado

por la aparicion de cambios ciclicos entre estados depresivos y
maniacos. Estos cambios de estado pueden ser drasticos, aunque

graduales. La fase depresiva se puede presentar con la aparicion de

4
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alguno o todos los sintomas de la depresion. Durante la fase maniaca
la persona puede estar hiperactiva, hablar excesivamente y tener una
gran cantidad de energia; a menudo afecta a la forma de pensar, el

juicio y la manera de relacionarse con los demas.

Las manifestaciones clinicas y tratamiento actual de los “trastornos del
humor” se superponen con los de los trastornos de ansiedad (panico-
agorafobia, fobias graves, y trastorno de ansiedad generalizado, de ansiedad

social, de estrés postraumatico y obsesivo-compulsivo) [4].

1.2. INICIOS DE LA FARMACOTERAPIA ANTIDEPRESIVA [4,10]

El inicio de la farmacoterapia aplicada a los trastornos afectivos tiene su
origen en la década de 1950, con el descubrimiento fortuito de la presencia de
accion antidepresiva en dos farmacos comercializados inicialmente con otros

fines terapéuticos, la iproniazida y la imipramina.
Iproniazida

En 1951 se desarrolla la isoniazida como potente antituberculoso.
Continuando esta linea de investigacion, se encuentra posteriormente un
derivado isopropilico, la iproniazida, con mayor accion tuberculostatica en
humanos. Se observd, ademas, que los pacientes tuberculosos tratados con
este farmaco desarrollaban efectos elevadores del humor. En 1952, Zeller y
col. realizan un descubrimiento crucial para la caracterizacion de la accién
antidepresiva de este farmaco, con la descripcion de la accion inhibidora de la
iproniazida sobre la monoaminooxidasa (MAQO), no encontrada en su precursor
isoniazida. En 1957, durante la Reunion de la American Psychiatric Associacion
(APA), Crane comunica los primeros datos sobre el efecto antidepresivo de la
iproniazida en pacientes con tuberculosis. Posteriormente, Kline y col. fueron
los primeros en valorar la eficacia antidepresiva en pacientes no tuberculosos.
Siguiendo esta linea de investigacion, la iproniazida (Marsilid) se convirtié en el

primer antidepresivo utilizado clinicamente.
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Imipramina

A finales de la década de 1940, Hafliger y Schindler sintetizan una serie
de derivados iminodibenzilicos para ensayar su uso con distintas finalidades
terapéuticas. Uno de estos compuestos fue la imipramina, una dibenzazepina
inicialmente evaluada como agente antihistaminico. Su similitud estructural a
las fenotiazinas, y la comercializacion de la clorpromacina para su uso en el
ambito psiquiatrico en 1952, llevan a pensar en su posible uso como agente
antipsicotico. De esta manera, en 1956, R. Kuhn lleva a cabo un ensayo clinico
en el que detecta, en contra de lo esperado, su inefectividad para calmar a los
pacientes psicéticos agitados pero, sin embargo, un remarcable efecto en
pacientes deprimidos. Asi, en 1958, la compafiia farmacéutica Geigy lanza al
mercado este farmaco con el nombre de Tofranil, convirtiéendose en el primer
representante  de una nueva familia de farmacos, conocida como

antidepresivos imipraminicos o triciclicos.
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1.3. CLASIFICACION DE FARMACOS ANTIDEPRESIVOS

Tradicionalmente, los antidepresivos se han clasificado combinando
criterios quimicos y funcionales. Sin embargo, dada su diversidad estructural,
hoy en dia tiende a utilizarse el mecanismo de acciébn como criterio de
clasificacion [11].

En la Tabla 1 se recogen los principales grupos de farmacos
antidepresivos siguiendo este criterio. De todos ellos, los antidepresivos
triciclicos (ADTS), los inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina
(ISRSs) y la Venlafaxina constituyen el 90% de los farmacos empleados
actualmente en el tratamiento de la depresion.

Tabla 1. Principales farmacos antidepresivos comercializados clasificados segin su mecanismo de accion

PRINCIPALES
REPRESENTANTES

MECANISMO DE ACCION

iproniazida, fenelcina,

Irreversibles de MAO Ay B e .
tranilcipromida

Inhibicién de la monoamino . . .
oxidasa (IMAO) Irreversibles selectivos de MAO A clorgilina

Reversibles selectivos de MAO A

(RIMA) moclobemida

Triciclicos: amitriptilina, imipramina,
clomipramina, trimipramina,

No selectivos . e
doxepina, protiptilina

Inhibicién recaptacion NA y icli
5-HT (FEtEmeE 1Ees) Tetraciclicos: amoxapina,
maprotilina
Selectivos (IRSNA) venlafaxina
Inhibicidn selectiva fluoxetina, paroxetina, fluvoxamina,
recaptacion de 5-HT (ISRS) citalopram, sertralina
Inhibicidn selectiva e

recaptacion NA (ISNA)

Inhibicién de la recaptacion

de DA (y NA) Bupropion (e hidroxibupropién)

Antagonismo de receptores

5-HT y NA (ASSNA) mirtazapina

Inhibicién recaptacion 5-HT

y antagonismo 5-HT trazodona, nefazodona
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1.4. MECANISMO DE ACCION

Todavia no estan claros los mecanismos por los que los farmacos
antidepresivos ejercen su accion, hecho limitado a su vez por la falta de una
teoria Unica en la etiologia de la depresion. Sin embargo, la implicacion de los
neurotransmisores monoaminérgicos parece clara ya que, ademas de la
existencia de numerosos datos experimentales que apoyan esta afirmacion, los
estudios en pacientes deprimidos demuestran la importancia del correcto

funcionamiento de los sistemas monoaminérgicos para combatir la depresion.

De esta manera, todos los antidepresivos comercializados hasta el
momento realizan su efecto sobre estos sistemas de neurotransmision
mediante su actuacion sobre tres posibles procesos diferentes: la degradacion

de los neurotransmisores, su recaptacion neuronal o sus receptores [12].

La mayoria de ellos ejercen su accion mediante la inhibicion de la
recaptacion de los neurotransmisores monoaminérgicos. Segun la hipoétesis
catecolaminérgica y serotoninérgica, la accion inhibidora sobre la recaptacion
de noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT) conduciria, finalmente, al incremento
de estas aminas en el espacio sinaptico, cuyos niveles se encuentran
disminuidos en el enfermo depresivo. La accién no es inmediata, como cabria
esperar dado la rapida elevacion de los neurotransmisores, sino que los efectos
antidepresivos tienen un periodo de latencia de 2 a 4 semanas. Este hecho dio
lugar a nuevas teorias que sugieren que el aumento inicial de las monoaminas
en el espacio sinaptico conduce inicialmente a la hiperactivacion de los
autorreceptores presinapticos ap-adrenérgicos y/o 5-HTa, con la consiguiente
retroalimentacion negativa sobre la sintesis y liberacion de NA y/o 5-HT,
respectivamente. Tras el tratamiento durante 1 6 2 semanas se produce como
consecuencia la desensibilizacién o disminucion de los autorreceptores, con el

consiguiente aumento de la transmision de los neurotransmisores [3,13].
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1.4.1. Inhibidores de la recaptaciéon de NA y 5-HT

Los antidepresivos triciclicos (ADTs) ejercen su accién antidepresiva
mediante el bloqueo de la bomba recaptadora de NA y 5-HT, aumentando la
transmision de estos neurotransmisores monoaminérgicos. Los compuestos
con cadenas laterales de aminas secundarias (desipramina, norclomipramina,
nortiptilina) son relativamente selectivos sobre el transporte noradrenérgico.
Ademas de esta accion, responsable del efecto antidepresivo, los farmacos
pertenecientes a este grupo se comportan como antagonistas de los receptores
colinérgico-muscarinicos, histaminérgicos H; y adrenérgicos a, accion que da

lugar a la aparicion de sus principales efectos secundarios [12,13,14].

acetilcolina
=
-

terminal nerviosa

2. i

colina

receptor receptor de

muscarinico de

transporte| i = tra nxponudn.r de la
recaptacion recaptacion de
de ';.H'r noradrenalina
acetato +

\ =
receptor \ S acetilcolina
hendidura f adrenérgico :
sinaptica / J

membrana post-sinaptica

acetilcolinesterasa

- ©CNSFS

Figura 1. Mecanismo de accién responsable del efecto antidepresivo de los ADTs. El
bloqueo de los receptores histaminérgicos, muscarinico-colinérgicos, asi como el bloqueo
de recentores a.-adrenéraicos es resnonsable de sus efectos secundarios.

La Venlafaxina es un potente inhibidor de la recaptacion neuronal de NA
y 5-HT y, de forma mas débil, de dopamina (DA). Presenta muy poca afinidad
por receptores colinérgicos muscarinicos, oj-adrenérgicos e histaminérgicos
Hi.
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5HT
naradrenaling

L ISRNA: venlafaxina

hendidura
sindptica

membrana sindptica

Figura 2. Mecanismo de accién de la venlafaxina. Su mayor selectividad en el
bloqueo de NA'y 5-HT es responsable de su mayor seguridad y menor nimero
de efectos adversos.

1.4.2. Inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina (ISRS)

Este grupo de farmacos actua facilitando la transmision serotoninérgica
mediante la inhibicion selectiva de la recaptacion de 5-HT en la sinapsis [15].
Presentan baja actividad sobre la recaptacion de NA, y muy baja afinidad por

los receptores sobre los que actlan estos neurotransmisores [16].

Los ISRS constituyen la primera clase de psicofarmacos disefiados
racionalmente. La mayor selectividad de los ISRS sobre la recaptacion de 5-
HT, y su inapreciable influencia sobre otros receptores, permitio la obtencion de
farmacos mas seguros y mejor tolerados que los ADTs. Ademas, la experiencia
con este grupo de farmacos sugiere que su aplicacion es bastante mas amplia,
ya que pueden ser utilizados en pacientes con otras condiciones patoldgicas
frecuentemente asociadas a la depresion, como el trastorno de ansiedad,
obsesivo-compulsivo, panico o agorafobia. Sin embargo, existe la percepcion
general de que presentan menor efectividad en los casos de depresidbn mas
severos [17,18,19], en parte debido a la carencia de efecto sobre NA, por lo

ADTs siguen siendo los farmacos de eleccion en determinadas situaciones.
10
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SHT

L___linbibidor de |la recaptacién de 5-HT

Autorreceptor
5-HT1B

mitocondria 1

transportador
de la

recaptacion de
5-HT
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sindptica

membrana post-sindptica

Figura 3. Mecanismo de accién de los ISRS mediante el bloqueo selectivo de la
recaptacion de 5-HT.

1.5. APLICACIONES TERAPEUTICAS [4,13]
1.5.1. Depresion

No todos los tipos de depresién requieren tratamiento médico. Los
antidepresivos se reservan generalmente para las enfermedades depresivas
MAas graves e incapacitantes, apoyado por el hecho de que los resultados mas
satisfactorios se observan en pacientes con cuadros moderadamente graves

con caracteristicas melancdlicas, y sin rasgos psicoticos.

La evaluacion del tratamiento antidepresivo es complicada ya que,
aproximadamente, el 30-40% de los pacientes responden al placebo y un 40%
incumple el tratamiento prescrito. Generalmente, en la evaluacion de la eficacia
antidepresiva se emplean escalas validadas, entre las que destacan la Escala
de Depresion de Hamilton y la Escala de Depresion de Montgomery-Asberg,

con las que se decide cuando un paciente ha respondido o cuando ha remitido
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su trastorno. A partir de los resultados obtenidos en ensayos clinicos bien
disefiados, se estima que el 45-65% de los pacientes responde al tratamiento,

aunque solo el 40% alcanza la remision al final del estudio.

Los antidepresivos son menos eficaces en nifios y ancianos, en la
depresion bipolar y en los casos graves, cronicos o psicéticos. A pesar de que
el empleo de antidepresivos en la infancia y en la adolescencia se ha
adelantado a la obtencion de resultados definitivos que demuestren su eficacia,
se considera que su prescripcion en determinados casos de depresion es
razonable, ya que ésta se asocia a un incremento de la morbilidad y la
mortalidad, y con frecuencia, la depresién persiste en la edad adulta. En
cualquier caso, estudios recientes desaconsejan el uso de algunos ISRSs
(paroxetina) en nifios, ya que se ha asociado a un incremento del riesgo de
suicidio [20-23].

En cuanto a la seleccibn del antidepresivo, los ADTs han sido
sustituidos en gran medida por nuevos agentes menos toxicos como los ISRSs,
considerandose los farmacos de primera eleccion en esta indicacion. Adn asi,
los ADTs siguen teniendo utilidad en las formas mas graves y en la depresién

refractaria [24].

El riesgo de recaida es elevado en los primeros meses tras la remision
del estado depresivo. Por esta razon, suele prescribirse un tratamiento
depresivo de continuacién de 6 a 12 meses de duracion. En determinados
casos de mala evolucion puede que sea necesario seguir con el antidepresivo

una vez terminada la fase de continuacion.
1.5.2. Ansiedad

La ansiedad es un sintoma muy comun de muchos trastornos
psiquiatricos. Los sintomas de ansiedad concurren a menudo con depresion vy,
en especial, con el trastorno distimico (depresion crénica y de gravedad
moderada), panico, agorafobia y otras fobias especificas, trastorno obsesivo
compulsivo, trastorno del estrés postraumatico, alteraciones de la alimentacion

y muchos trastornos de la personalidad. En estas situaciones, las
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benzodiazepinas y los antidepresivos del grupo de los ISRSs son los farmacos

de primera linea. En el tratamiento de los trastornos de panico y en el sindrome

del estrés postraumatico, aunque los ISRSs pueden ser eficaces, se emplean

generalmente ADTs, asi como benzodiazepinas de alta potencia, que son

eficaces en el bloqueo de la expresion de panico en el sistema nervioso

auténomo.

1.5.3. Otras aplicaciones

Ademas de las mencionadas anteriormente, las indicaciones de los

antidepresivos han ido aumentando, sobre todo a partir de la introduccién de

nuevos agentes menos toxicos y mejor aceptados por médicos y pacientes.

Entre estas aplicaciones se incluye:

Supresion rapida, pero temporal de la eneuresis nocturna en nifios y
ancianos. Los farmacos empleados son ADTs a bajas dosis, antes de
acostarse. A pesar de su eficacia, muchos autores desaconsejan su uso
en nifos menores de 6 afos debido al riesgo de intoxicaciones
accidentales [26].

Trastorno de déficit de atencidon con hiperactividad en nifios y adultos.
Generalmente se emplean ADTs como imipramina, desipramina y
nortriptilina. Los antidepresivos tienden a producir una mejoria mas
sostenida de los sintomas caracteristicos de este trastorno que los
estimulantes, y no inducen tics u otros movimientos anormales que con
frecuencia conlleva el uso de estos ultimos [26].

Pueden mejorar, al menos parcialmente, algunos trastornos de tipo
psicosomatico: cuadros de dolor crénico (sindromes de neuropatia
diabética o periférica de otro tipo), fibromialgia, Ulcera péptica y
sindrome de colon irritable, bochornos de la menopausia, sindrome de

fatiga crénica, cataplejia, tics, migrafia y apnea del suefio [27,28,29].

13
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1.6. ESTRUCTURA

Como ya se comentd, los farmacos antidepresivos difieren de forma

importante en su estructura quimica.

Los ADTs presentan como base comldn en su estructura un grupo
triciclico. ElI primer ADTs fue la imipramina, que presenta un anillo
imidinodibencilo como estructura base y una pequefia cadena lateral amino
terciaria. Ligeras modificaciones en su cadena lateral y/o en su anillo central dio
lugar al resto de los farmacos de este grupo. La principal diferencia en la
estructura quimica que tendra efecto sobre la selectividad y potencia de accién
se encuentra en la cadena lateral. Asi, los ADTs con una amina secundaria en
su cadena lateral presentan una mayor selectividad por inhibicion de la

recaptacion de NA.

Los ISRSs comparten un mismo mecanismo de accion antidepresivo
relativamente especifico en el bloqueo presinaptico de 5-HT, pero constituyen

un grupo muy heterogéneo en cuanto a su estructura quimica.
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Figura 4. Estructura quimica de los farmacos antidepresivos en estudio.
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Un aspecto estructural importante en cuanto a la potencia de accion y de
la farmacocinética es que todos los ISRSs, excepto la fluvoxamina, presentan
uno o0 mas carbonos asimétricos que van a dar lugar a la existencia de distintos

enantiomeros.

En el caso de la paroxetina y la sertralina, las formulaciones
comercializadas contienen so6lo uno de los enantiomeros. Sin embargo, la
fluoxetina y la venlafaxina estan comercializados como mezcla racémica
(mezcla en un 50% de sus dos enantidmeros), y el citalopram se encuentra
comercializado tanto como mezcla racémica, como conteniendo solo el isémero
S, escitalopram. La importancia de este hecho radica en que los distintos
enantidmeros pueden presentar importantes diferencias desde el punto de vista
farmacoldgico y farmacocinético. Se posee cierta informacion sobre este
aspecto, aunque puede que existan diferencias importantes que todavia se

desconozcen [30].

1.7. FARMACOCINETICA

Debido a su bajo grado de similitud estructural, los distintos grupos de
farmacos antidepresivos presentan importantes diferencias en su

farmacocinética.

1.7.1. Absorcidén

En general, todos los antidepresivos presentan buena absorcion tras la
administracion oral. A pesar de ello, la mayoria de los ADTs sufre un
importante efecto de primer paso hepatico, reduciendo su biodisponibilidad,
que varia entre un 50-80%. Es menos notable en el caso de la Venlafaxina y
los ISRSs, con una biodisponibilidad entre al 80-100%, excepto para

fluvoxamina y paroxetina, que se encuentra entorno al 50% [31,32]

Se absorben de forma rapida, entre 1-3 horas la venlafaxina y los ADTs

que son aminas terciarias, y algo mas lentamente los ADTs aminas
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secundarias [21] y los ISRSs, que alcanzan las concentraciones plasmaticas

maximas a la 3-8 horas [31,33].

La ingesta de alimentos produce escasas 0 nulas modificaciones en la
absorcion [34], salvo para la sertralina, cuya biodisponibilidad se ve ligeramente
incrementada [35,36] como consecuencia de una disminucién del metabolismo
de primer paso por el aumento de la circulacion portal. En el caso de la
fluoxetina, la absorcién se ralentiza, aunque la fracciéon de farmaco absorbido

no se ve alterada.

1.7.2. Distribucion

Se unen altamente a proteinas plasmaticas (90-95%), exceptuando a
fluvoxamina, citalopram y venlafaxina, cuya unién es aproximadamente de un
70%, un 50% y un 30%, respectivamente [4,32,37]. La elevada unién a
proteinas plasméaticas aumenta el riesgo de interaccion por desplazamiento de
otras sustancias que presenten también un alto porcentaje de unidon a
proteinas. Sin embargo, este tipo de interaccibn es poco probable,
posiblemente debido a que se unen preferentemente al &cido de la os-

glicoproteina.

Todos los antidepresivos son farmacos altamente lipofilicos, por lo que
se distribuyen ampliamente por todo el organismo, y atraviesan la barrera

hematoencefélica.

Los elevados volumenes de distribucion reflejan una tendencia
importante a su acumulacion en tejidos. Los voliumenes de distribucién de los
ADTs varian entre 10-50L/kg [4], y entre 12-25L/kg en el caso de SSRIs. La
fluoxetina presenta un valor especialmente elevado y variable, en torno a 14-
100L/kg [31].

Los ADTs atraviesan la barrera placentaria. Ademas, tanto los ADTs
como los ISRSs se excretan a través de la leche materna, llegando a alcanzar
concentraciones similares a las plasmaticas en el caso de la paroxetina [32].
Por ello, el uso de estos farmacos durante el embarazo y la lactancia debe

evitarse.
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Un aspecto importante en cuanto a la distribucion de los ADTs, dado su
perfil de toxicidad, es su tendencia y la de sus metabolitos de anillo hidroxi a
acumularse en el tejido cardiaco, lo que incrementa su riesgo de

cardiotoxicidad [4].
1.7.3. Metabolizacion

Los ADTs tienen, ademas de un perfil farmacolégico similar, una
estructura base comun, por lo que sus vias metabdlicas siguen un patron

parecido.

Sin embargo, los ISRSs, como se comentd previamente, comparten
como grupo el mecanismo de accion antidepresivo, pero estructuralmente son
compuestos muy diferentes. Esto da lugar a importantes diferencias
farmacocinéticas, fundamentalmente en la biotrasformacion. Concretamente,
estas diferencias consisten en la existencia o0 no de metabolitos activos, en los
principales enzimas responsables de su metabolizacion, en el tipo de cinética

de eliminacién y en los valores de ty,.

Todos ellos se metabolizan fundamentalmente por accion de distintas

isoenzimas pertenecientes al sistema enzimatico P450.
Antidepresivos triciclicos

Se metabolizan fundamentalmente en el higado mediante reacciones de
oxidacion, y posterior conjugacion con acido glucurénido. Las bacterias
gastrointestinales también pueden contribuir a su metabolizacion, participando
en la importante variabilidad observada en sus concentraciones plasmaticas
[38].

Las aminas terciarias sufren N-desmetilacién de la cadena lateral para
dar lugar a aminas secundarias, sus principales metabolitos activos. Una

segunda desmetilacién conduce a la formacién de metabolitos inactivos.

Tanto las aminas terciarias como las secundarias se metabolizan

posteriormente mediante hidroxilacion. En el caso de la imipramina y la
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desipramina, la hidroxilacion se produce preferentemente en la posicion 2 del
anillo aromatico, mientras que amitriptilina y nortriptilina, asi como
clomipramina y norclomipramina, lo hacen en el anillo alifatico, en posiciones
10 y 8, respectivamente [39,40,41]. Se asumi6 durante bastante tiempo la
inactividad de los metabolitos hidroxilados. Sin embargo, las altas
concentraciones plasmaticas presentes en los pacientes a tratamiento
motivaron el estudio de su posible actividad farmacolégica, actualmente
demostrada, y probablemente contribuyen en cierta medida al efecto clinico del
farmaco. Su unidn a receptores mucarinicos de la acetilcolina es mas débil que
la de sus precursores, lo que sugiere un menor efecto anticolinérgico
[40,42,43].

Imipramina (IMI) Amitriptilina (AMI) Clomipramina (CLO)

HsC—y HaC—y
CHs CHy
\ Desipramina (DMI) \ NorCLO
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Figura 5. Principales vias metabdlicas de imipramina, amitriptilina y clomipramina.
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Los procesos de biotransformacion son catalizados por isoenzimas del
citocromo P450. La desmetilacion es llevada a cabo principalmente por
CYP2C19 y la hidroxilacion por CYP2D6, lo que confiere a esta Ultima
isoenzima un papel predominante en la inactivacion [44]. Otras isoenzimas de

P450 participan también en menor medida.
Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
Todos ellos se metabolizan mayoritariamente a nivel hepéatico.

La principal via metabdlica de fluoxetina, citalopram y sertralina es la
desmetilaciébn para dar lugar a sus nor-derivados. Tanto sertralina como
norsertralina son transformados posteriormente a cetonas y derivados
hidroxilados [45]. El citalopram sufre una segunda N-desmetilacion a

didesmetilcitalopram [46].

En cuanto a la actividad de los metabolitos, fluoxetina da lugar a
norfluoxetina, su principal metabolito activo. A pesar de que no hay diferencia
importante en la potencia farmacoldgica de los dos enantiomeros de la
fluoxetina, si es significativa en el caso de la norfluoxetina, cuyo enantiomero S
presenta una potencia 20 veces mayor en el bloqueo de la recaptacion de
serotonina [31,47], contribuyendo de forma significativa al efecto terapéutico.
En cuanto a la biotransformacion, el isébmero S se metaboliza mas
rapidamente, y su potencia inhibidora sobre CYP2D6 es mayor [47,48]. El
citalopram da lugar a desmetilcitalopram y didesmetilcitalopram. Los
enantibmeros S son potentes inhibidores de la recaptacion de serotonina,
mientras que los R son relativamente inactivos [49], lo que dificulta la
interpretacion de los niveles plasmaticos de este farmaco. En el equilibrio, la
concentracion del isdbmero S representa una tercera parte de la concentracion
total [50]; sin embargo, existe variabilidad en esta proporcion entre diferentes
individuos, que puede deberse a diferencias genéticas en la expresion del
enzima CYP2C19, principal responsable de su metabolismo. El principal
metabolito de la sertralina, norsertalina, conserva sélo un 5-10% de la actividad

farmacoldgica, considerandose clinicamente inactivo [34].
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La paroxetina se oxida a nivel del puente metilendioxi para dar lugar a un
catecol inestable, que sufre posteriormente metilaciéon en posicion meta o para
por acciéon de O-metiltransferasas. Posteriormente son conjugados con acido

sulfurico o glucurénido. Ninguno de sus metabolitos es activo [31].

La fluvoxamina se metaboliza mediante desmetilacion y desaminacion
oxidativa. Se han identificado 11 metabolitos. Ninguno de ellos contribuye al

efecto terapéutico del farmaco original [51].
Venlafaxina [52]

La O-desmetilacibn de su mezcla racémica es la ruta predominante,
dando lugar a O-desmetilvenlafaxina. Su formacion esta catalizada por la
isoenzima CYP2D6. Otras vias importantes son la N-desmetilacion de la
cadena alquil, catalizada por CYP3A6, asi como la pérdida del grupo O-metil,
para dar lugar a la N,O-desmetilvenlafaxina. Entre los metabolitos de la
venlafaxina, O-desmetilvenlafaxina es el Unico con actividad farmacoldgica
relevante desde el punto de vista clinico. Hasta el momento, no se ha

estudiado la farmacocinética de cada uno de los isbmeros por separado [48].

Tabla 2. Principales enzimas implicadas en la metabolizacién de los antidepresivos

ANTIDEPRESIVO ISOENZIMA CYP

Fluoxetina 2D6 (N-desmetilacion), “parcialmente responsable
Citalopram 2C19 (1@ desm.etilécic')n), 2D6 (2*_1 de.s’metilacién).
3A4 (in vitro, N-desmetilacion)
ISRS Fluvoxamina No establecido (faltan datos). Posible implicacion de 2D6 y 1A4
Paroxetina 2D6"
Sertralina 3A3/4 (desmetilacion)®
Venlafaxina 2D6 (O-desmetilacion) y 3A4 (N-desmetilacion)
Amitriptilina 2C9/19
ADT Imipramina 1A2 (N-desmetilacion) y 2D6 (hidroxilacion) 3A4
Clomipramina 2C19

a: Otras enzimas metabolizan el 70% (posiblemente, 2C9, 2C19, 3A3/4); b: Otras enzimas responsables del 25% de
su metabolizacion; posible implicacion de 3A4; c: Faltan datos sobre otras enzimas que pudiesen estar involucradas
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1.7.4. Eliminacién y vida media.

Todos ellos se eliminan fundamentalmente por via renal, encontrandose

en orina como maximo un 10% de la dosis absorbida como farmaco inalterado.

Los ADTs se excretan principalmente en forma de los metabolitos
hidroxilados de sus nor-derivados, en forma libre o como conjugados

glucurénidos. Menos del 20% se elimina a través de las heces [32].

En cuanto a los ISRSs, la fluoxetina se elimina en un 80% por via renal,
menos de un 30-35% en forma fluoxetina, norfluoxetina y sus glucurénidos, lo
que sugiere la formacion de otros metabolitos desconocidos hasta el momento
[35]. Sertralina y norsertralina son metabolizados posteriormente a cetonas y
derivados hidroxilados, que son eliminados en forma libre o conjugados con
acido glucurénido en orina y heces en proporciones similares [45]. La
paroxetina se elimina practicamente en su totalidad en forma de sus
metabolitos, un 64% por via renal y un 36% en las heces [31,36]. La
fluvoxamina se elimina principalmente por via renal (94% de la dosis

administrada), menos de un 4% como farmaco original [36].

La venlafaxina se elimina fundamentalmente a través de la orina, un
30% en forma de O-desmetilvenlafaxina como tal o como glucurénido. También
se encuentra en la orina N,O-didesmetilvenlafaxina (9-16%) y, en menor

proporcion, N-desmetilvenlafaxina [32].

La duracion de la accion de un farmaco se mide a través de los valores
de vida media (t,), parametro que representa el tiempo necesario para eliminar
el 50% del farmaco de Ila circulacion plasmatica. Este parametro
farmacocinético determina tres aspectos clinicos a tener en cuenta: el
cumplimiento del tratamiento, el tiempo necesario para alcanzar la respuesta
terapéutica y el tiempo que tarda en eliminarse el farmaco del organismo tras el

cese de su administracion.

Una t,, mucho menor a 24 horas dificulta el cumplimiento del tratamiento,
ya que requiere la administracion de multiples dosis diarias; ademas, valores

muy cortos dan lugar a una mayor tendencia a la aparicion de sintomas de
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abstinencia. Por otro lado, valores significativamente superiores a las 24 horas
alargan el tiempo necesario para alcanzar las concentraciones de equilibrio vy,
de esta manera, el tiempo necesario para obtener una respuesta terapéutica.
Otro inconveniente de una t, demasiado larga es que se requieren mayor

tiempo de espera antes de realizar una sustitucion en el tratamiento.

Los ADTSs, presentan valores de t,, muy variables, con una media de
aproximadamente 24 horas, algo superior en el caso de la clomipramina y su
metabolito. Entre los ISRSs existe un amplio rango de valores de t., que varia
desde valores inferiores a 24h (paroxetina, fluvoxamina) a los 2-4 dias
(fluoxetina). La venlafaxina presenta una t, muy corta, lo que puede estar
relacionado con la rapidez con la que aparecen los efectos secundarios.

Tabla 3. Valores promedio de t,, de los antidepresivos en estudio.

Antidepresivo ty, (horas)
Amitriptilina 9-36
Nortriptilina 15-90
Imipramina 8-16
Desipramina 17-28

Clomipramina 24-48

Norclomipramina 48-72

Fluoxetina 2-4dias
Norfluoxetina 7-15dias
Paroxetina 10-24

Sertralina 24
Fluvoxamina 12-24
Citalopram 36
Venlafaxina 2.7-3.8
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1.8. Toxicidad

1.8.1. Efectos adversos

La introduccion de las nuevas generaciones de antidepresivos no ha
supuesto tanto una mejora en cuanto a la eficacia antidepresiva, sino que su
principal ventaja es su mayor seguridad y mejor tolerancia debido a una mayor

especificidad en su mecanismo de accién [53].
Antidepresivos triciclicos

La mayoria de sus efectos secundarios, asi como su toxicidad, se
asocian con su accion poco selectiva sobre la inhibicion del transporte
monoaminérgico, y la alta afinidad sobre receptores colinérgico-muscarinicos,
histaminérgicos H; y a;-adrenérgicos a nivel periférico [4,39,54]. Ademas, las
aminas terciarias se transforman en metabolitos que son también potentes
inhibidores de la recaptacion de NA, con la consiguiente contribucion a los

efectos adversos [24].
Por su accién poco especifica sobre estos receptores, los ADTs originan:

- Efectos anticolinérgicos, como sequedad de boca, sabor metalico,
molestias epigastricas, estrefiimiento, mareos, taquicardia, palpitaciones,
vision borrosa y retencién urinaria.

- Efectos antihistaminicos, siendo el mas frecuente la sedacion, aunque
se suele generar tolerancia a este efecto, y la acomodacion es
relativamente facil si la dosis se va incrementando gradualmente. Otro
efecto que podria estar mediado por una accion antihistaminica es el
aumento de peso.

- Efectos antiadrenérgicos «s, siendo los mas graves los cardiovasculares,
entre los que se incluye anormalidades electrocardiograficas (cambios
en la onda T, cambios en el complejo QRS, retrasos en la conduccién
intraventricular), arritmias, palpitaciones, taquicardia e hipotension
ortostatica. Estos efectos, sobre todo los relacionados con defectos en la

conduccién cardiaca, se han correlacionado con concentraciones
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plasmaticas superiores a las incluidas en el rango de niveles

terapéuticos de referencia.

Otros efectos secundarios menos frecuentes son reacciones alérgicas,
actividad de enzimas séricas alterada, anormalidades hematoldgicas y efectos
en el sistema nervioso central como temblores, trastornos convulsivos,

discinesia tardia.
Inhibidores selectivos de larecaptacion de serotonina [55]

Los ISRSs, debido a la mayor selectividad de su mecanismo de accién,
presentan una considerable menor incidencia de efectos adversos mediados
por el bloqueo de neurorreceptores especificos como los colinérgico-
muscarinicos y as-adrenérgicos. Asi, sus efectos adversos mas frecuentes son
los derivados de aumento excesivo de los niveles de 5-HT, mediados por su

propio mecanismo de accién antidepresivo.

Sus efectos secundarios caracteristicos provienen de la estimulacion de
receptores postsinapticos como 5-HT>a, originando disfuncion sexual y efectos
neurologicos, o de receptores 5-HT3, responsables de los efectos a nivel

gastrointestinal (24).
Los sintomas que se observan con mayor frecuencia son:

- Gastrointestinales: vémitos y nauseas, trastornos diarreicos (mas
frecuentes con fluoxetina, citalopram y sertralina), estrefiimiento
(paroxetina y fluvoxamina) [4].

- Disfuncion sexual [4]: disminucion de la libido, eyaculacion retardada,
incapacidad para eyacular, anorgasmia u orgasmo retardado.

- Neurolégicos: insomnio, nerviosismo, cefalea, somnolencia, temblor y
ansiedad. Se han comunicado efectos extrapiramidales por lo que, a
pesar de su baja incidencia, debe administrarse con precaucion en
pacientes con enfermedad de Parkinson y cuando se asocian a
neurolépticos [13].

- Endocrinos: se ha descrito la aparicion de anorexia con pérdida de peso

asociada, asi como aumento de peso. También se han asociado al
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sindrome de secrecion alterada de hormona antidiurética, que se
manifiesta a través de una secrecidn alterada de agua con hiponatremia
e hipoosmolaridad asociadas, que conducen a un estado de letargia,
anorexia, nauseas, vomitos, calambres musculares, convulsiones y
coma [56].

- Cardiovasculares: a pesar de ser poco frecuentes y no producir
cardiotoxicidad severa, se ha descrito la aparicion de palpitaciones,
vasodilatacion, sofocos, hipotension ortostatica, hipertension, sincope,

taquicardia y angina [53].
Venlafaxina [57,58]

Al igual que los ISRSs, presenta baja afinidad por receptores
muscarinicos-colinérgicos, histaminérgicos y o-adrenérgicos, por lo que sus

efectos secundarios derivan de su propio mecanismo de accién antidepresivo.

Los efectos adversos comunicados con méas frecuencia son nauseas,
mareos, peérdida de peso, somnolencia, insomnio, disfunciéon sexual,
sudoracion y sequedad de boca. En algunos pacientes se ha observado

hipertension sostenida, que parece ser dosis dependiente.
1.8.2. Interacciones
e Farmacodinamicas

Se producen cuando hay un efecto aditivo en el sistema afectado
debido a la coadministracion de otra sustancia con efecto sobre el mismo

sistema.

En el caso de los antidepresivos triciclicos, pueden desencadenarse
efectos anticolinérgicos. Los ISRSs, en combinacion con otras sustancias
gue aumenten los niveles de 5-HT, pueden conducir al desarrollo de un

sindrome serotoninérgico.
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e Farmacocinéticas

Las interacciones farmacocinéticas mas importantes son las que afectan
al citocromo P450. Las isoenzimas 1A2, 2C9/19, 2D6 y 3A4 son las principales
implicadas en el metabolismo de los antidepresivos y de muchos otros
medicamentos. Segun la informacién disponible, el 50% de las drogas que
sufren oxidacion en su metabolizacion, lo hacen por accion de 3A4, y el 30%
por accion de 2D6 [59].

Estas interacciones son especialmente importantes en el caso de
algunos ISRSs que, ademas de actuar como sustrato, producen la inhibicion de
distintas isoenzimas de P450, estando sujetos de esta forma a un mecanismo
de autoinhibicion de su propio metabolismo (fluoxetina y paroxetina) o el de
otras sustancias coadministradas. Este hecho puede afectar a la respuesta
terapéutica al ralentizar su eliminacion y la del farmaco cuyo metabolismo esta
inhibido, e incrementar las concentraciones por encima de los niveles
generalmente asociados con los niveles terapéuticos Optimos [24,60]. La
repercusion clinica de estas interacciones dependerad fundamentalmente del
margen terapéutico del farmaco cuyo metabolismo resulte afectado y de su
toxicidad, asi como de las dosis administradas y la frecuencia de asociacion
con farmacos con los que interaccionan (los ISRSs se administran
frecuentemente a pacientes sometidos a tratamiento con otros farmacos: otras
clases de antidepresivos, benzodiacepinas, antiepilépticos...). La inhibicion
producida es dosis dependiente y reversible, de forma que remite cuando el

farmaco es eliminado.

En ocasiones, estas interacciones han sido utilizadas con fines
terapéuticos para mejorar la respuesta o reducir efectos adversos, como en el
caso de la administracion conjunta de fluvoxamina y olanzapina, haloperidol,

clomipramina o metadona [31].

Existen diferencias importantes en la capacidad de inhibicién de los
distintos ISRSs. A pesar de que se han llevado a cabo numerosas
investigaciones en este campo, la informacion es todavia limitada. Sin

embargo, puede obtenerse una serie de conclusiones con la informaciéon mas
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relevante [31]. De todos los ISRSs, paroxetina, fluoxetina y fluvoxamina son los
gue dan lugar a las principales interacciones desde el punto de vista clinico. De
ellos, la paroxetina es la menos problematica, ya que a pesar de ser el inhibidor
mas potente de CYP2D6 (también su metabolito inactivo), apenas produce
inhibicion de otras isoenzimas. Asi, la magnitud y duracion de la inhibicion
producida por la paroxetina es mas facil de manejar clinicamente que en el
caso de la fluvoxamina, cuya capacidad inhibitoria es menos selectiva, o de la
fluoxetina, por a su elevada vida media y la de su metabolito activo
norfluoxetina, tan potente como la droga original en la inhibicion de CYP2D6, e
incluso mas en la inhibicion de CYP3A4 [24].

Tabla 4. Isoenzimas del complejo P450 inhibidas por distintos antidepresivos y las posibles interacciones que pueden
surgir en combinacién con otros farmacos [31,59,60].

Isoenzima Inhibidor Posibles interacciones
) 4 neurolépticos, B-bloqueantes,
paroxetina, fluoxetina antiarritmicos 1C, otros
2D6 sertralina® citalopram®, antidepresivos (ADTs amina
fluvoxamina®c terciaria, paroxetina, fluoxetina,

venlafaxina, citalopram)

ADTS, warfarina, teofilina,
1A2 fluvoxamina, venlafaxina® fenacetina, haloperidol, clozapina,
propanolol

BZD (triazoloBZD: alprazolam,

_ ) midazolam, triazolam),

quvoxa_mlrLa, norfluoxetlga carbamacepina, terfenadina,

3A4 Sertralina®®, paroxetina®® astemizol, ketoconazol, cimetidina,
fluoxetina®, venlafaxina® eritromicina, otros antidepresivos

(ADTs, fluoxetina, sertralina,
venlafaxina)

fluvoxamina diazepam, propanolol, warfarina,

2C19  be - be tolbutamida, fenitoina, otro
fluoxetina™ sertralina™ antidepresivos (ADTSs, citalopram)
2C9 fluoxetina® Fenitoina, warfarina, tolbutamida

a: fluoxetina es inhibidor moderado, pero norfluoxetina es potente inhibidor; b: Inhibicién débil, no importante repercusion
clinica; c: in vitro, pero no confirmado in vivo; ‘controversia.
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1.8.3. Intoxicacién aguda
Antidepresivos triciclicos [61,62]

Presentan un estrecho margen terapéutico, y los indices de toxicidad
fatal asociados a este grupo de antidepresivos son elevados, encontrandose
entre los farmacos que aparecen con mayor frecuencia en casos de intoxicacion
asociada a muerte, especialmente en suicidios [63,64,65]. Es mas probable que
se produzcan efectos toxicos a concentraciones plasmaticas superiores a
1lug/mL, aunque se ha observado cardiotoxicidad a concentraciones inferiores
[66].

Las manifestaciones téxicas mas graves que sobrevienen a la

intoxicacién aguda por ADTs se producen a través de varios mecanismos:

1- Toxicidad directa sobre SNC por accion de los neurotransmisores
cuya recaptacion esta inhibida.

2- Intensificacion de sus efectos anticolinérgicos y antiadrenérgicos-a.;.

3- Cardiotoxicidad directa, secundaria al bloqueo de canales rapidos de
sodio, que da lugar a alteraciones en la repolarizacion y en la

conduccion (efecto antiarritmico tipo Quinidina).

En el cuadro clinico tipico de la intoxicacion aguda se producen los siguientes

efectos:

Efectos en el Sistema Nervioso:

. Manifestaciones a nivel del SNA periférico que, por si mismas, no
producen morbilidad seria.

. En SNC las complicaciones son mucho mas graves,
produciéndose alteracion del estado mental (delirio, agitacion,
alucinaciones, varios grados de inconsciencia hasta el coma),
mioclono y coreo-atetosis, ataques epilépticos (generalmente
breves; su prolongacion da lugar a acidosis e hipoxia, que pueden

potenciar la cardiotoxicidad y producir hipertermia).
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Efectos cardiovasculares:

Hipotension, que puede ser secundaria a una vasodilatacion por
bloqueo de receptores a;-adrenérgicos, depresion miocardica
directa tipo quinidina o deplecion de las reservas noradrenérgicas
presinapticas.

Alteraciones en el ECG vy retrasos en la conduccion:
ensanchamiento del complejo QRS, prolongaciéon del intervalo
QTc y PR, e importante bloqueo atrioventricular.

La taquicardia sinusal debido a la actividad anticolinérgica y
bloqueo de NA es la arritmia mas comun, y puede durar de horas
a dias. También puede producirse bradiarritmia (por bloqueo
atrioventricular) y taquiarritmia (supraventricular y ventricular) [67].
La taquicardia ventricular polimérfica (torsade de pointes) puede
ocurrir a dosis terapéuticas, pero es poco frecuente en sobredosis
[68]. La arritmia secundaria al bloqueo de los canales rapidos de
sodio es la consecuencia mas peligrosa en las sobredosis, junto

con las alteraciones en la conduccion [68].

Efectos respiratorios: en las intoxicaciones mas severas, puede

producirse depresion respiratoria e hipoxia como consecuencia de la

depresion del SNC.

Efectos anticolinérgicos: son frecuentes y no dan lugar a problemas

clinicos serios. Producen sedacion, miosis, sequedad de piel y

mucosas, disminucién o ausencia de motilidad intestinal y retencion

urinaria [69].

El nivel de consciencia es el signo de mayor utilidad como indicador de
complicaciones serias [67,70]. La mayoria de las manifestaciones téxicas no se
correlacionan con los niveles plasméticos, excepto las alteraciones en el
electrocardiograma debidas a la modificacién en la duracién del intervalo QRS,
siendo igual o superior a 100msec en pacientes con concentraciones

plasmaticas de ADT superiores a 1ug/mL [71].
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Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina [24]

Los nuevos antidepresivos presentan un amplio margen terapéutico y
son mucho mas seguros que los antidepresivos clasicos en caso de sobredosis
[65,66,72], dando lugar a un curso clinico mas suave y un menor niumero de
casos de intoxicacion con muerte asociada [73]. Asi, los indices de toxicidad
fatal de los antidepresivos se han reducido de forma significativa con la

introduccion estos farmacos [74].

Generalmente, las sobredosis por este tipo de compuestos presentan
una evolucion favorable, y en los casos en los que se produjo la muerte,
ademas de encontrarse concentraciones de ISRSs muy por encima del rango
terapéutico (reflejando la intencionalidad suicida) [24,75,76], se detectd la
presencia de otras sustancias, atribuyéndose la muerte a la intoxicacion por
accion de mudltiples drogas, donde el ISRS actué como factor contribuyente
[49,50,52,53]. Es muy raro que se produzca la muerte por intoxicacion por la

accion exclusiva de un farmaco de este grupo.

La mayoria de las intoxicaciones por ISRSs son generalmente poco
especificas, dando lugar a la aparicibn de néuseas, vomitos, fatiga,
somnolencia, cefaleas, taquicardia sinusal y/o hipertension arterial diastdlica.

Normalmente, estos sintomas son de evolucion favorable en 24 horas [77].

A pesar de su relativa seguridad, pueden desencadenar intoxicaciones
graves en combinacidon con otras sustancias. Los principales mecanismos
responsables de su toxicidad y potencial efecto letal son las interacciones
farmacocinéticas por inhibicion del sistema enzimatico P450, o las
farmacodinamicas, que pueden desencadenar la aparicibn de un sindrome
serotoninérgico. En las complicaciones mas severas pueden aparecer ademas

efectos cardiovasculares o sangrado.

Sindrome serotoninérgico: se produce por una excesiva acumulacion de

los niveles de 5-HT. Puede desencadenarse en caso de sobredosis con
un ISRS, por combinacibn con otras drogas con propiedades
serotoninérgicas similares (otros ISRSs, ADTSs, anfetaminas, cocaina,...),
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asi como la presencia de otras sustancias que inhiban su metabolismo
(anfetaminas, IMAOSs, L-triptéfano,...), incluso a concentraciones
terapéuticas. Se caracteriza por un estatus mental alterado, disfunciones
auténomas e hiperactividad neuromuscular. La aparicion de hipertermia
>40°C es indicativo del desarrollo de un proceso severo, potencialmente
letal. Sternbach ha propuesto que para su diagnostico deben estar
presentes al menos tres de los siguientes sintomas: agitaciéon, cambios
en el estatus mental, diaforesis, mioclono, diarrea, fiebre, hiperreflexia,
temblor o incoordinacion. Este sindrome es el efecto adverso mas
peligroso en caso de sobredosis pura con un ISRS [78].

Efectos cardiovasculares: la elevacion de los niveles de 5-HT por

induccion farmacoldgica puede ser un factor de riesgo importante en
pacientes con enfermedad cardiaca preexistente como la aterosclerosis
cardiovascular, debido a la compleja accion de la serotonina en el tono
de la musculatura lisa de los vasos sanguineos, produciendo la
contraccién de ciertos vasos y la dilatacién de otros.

Inhibicion del metabolismo de CYP 450, que puede dar lugar al aumento

de los efectos toxicos de las sustancias cuyo metabolismo depende de
este complejo enzimatico, a pesar de que los niveles se encuentren
dentro de los margenes terapéuticos, asi como del propio antidepresivo

en caso de sobredosis.
Venlafaxina

Presenta también una amplia ventana terapéutica. A pesar de presentar
una toxicidad significativamente superior al de los ISRSs [74,79], la mayoria de
las intoxicaciones son de evolucién favorable en el plazo de 24 horas [77]. En
la mayoria de los casos con final fatal, la muerte se atribuyd a la combinacién

con otras sustancias.

Dado su mecanismo de accion, el perfil de la intoxicacion por venlafaxina
es un hibrido entre el producido por los ADTs y el de los ISRSs.
Manifestaciones de toxicidad clinica incluyen ansiedad, nerviosismo e insomnio
[80]. En caso de sobredosis, es comun la aparicion de la toxicidad
serotoninérgica tipica de los ISRSs, asi como reacciones adversas propias de
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los ADTs, como cambios menores en el complejo QRS y ataques epilépticos,
pero apenas se produce sedacidn o efectos anticolinérgicos. El perfil de
toxicidad en caso de sobredosis por venlafaxina es menos grave que el de los
ADTs, a pesar de producir cambios similares en el ECG, ya que es menos
probable el desarrollo de coma [73]. En caso de sobredosis, la muerte puede
sobrevenir por la induccion de atagues epilépticos como consecuencia de la

estimulacion adrenérgica, disrritmias cardiacas, hipertension o hipotension.
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2.1. MONITORIZACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE FARMACOS

Tradicionalmente, el ajuste de la dosis se realiza de forma individual en
funcion de las caracteristicas de cada paciente y la respuesta obtenida. Esta es
la practica mas sencilla cuando la respuesta puede medirse inmediatamente.
Sin embargo, es mucho mas complicado cuando la aparicion del efecto debe
pasar un periodo de latencia, o cuando los efectos adversos no son detectados

hasta que son severos o irreversibles.

La dosis de farmaco administrada estd relacionada con la respuesta
clinica de forma indirecta, a través de las concentraciones plasmaticas a las
que da lugar. Sin embargo, los niveles plasméticos alcanzados tras la
administracion de una misma dosis van a depender de la biodisponibilidad y del
aclaramiento del farmaco, parametros afectados por varios factores (edad,
sexo, polimorfismo genético, habitos, forma de administracion, estado
fisiolégico del paciente, interacciones farmacocinéticas), por lo que su

prediccion a partir de las dosis puede llevar a conclusiones erréneas [1].

El principio bésico de la monitorizacion terapéutica de los niveles
plasmaticos de un farmaco (TDM, del inglés Therapeutic Drug Monitoring) es
que tanto la respuesta clinica que origina como los efectos adversos, dependen
de su concentracion en el lugar de accidon que, a su vez, esta directamente

relacionada con la concentracién plasmatica.

El objetivo fundamental de la TDM, mas que dictar la dosis adecuada, es
ayudar en su ajuste para la optimizacion de la respuesta terapéutica, y debe

ser utilizada en conjunto con la evaluacion clinica del paciente [2].

A pesar de la superioridad teorica de la concentracién plasmatica en la
prediccién de la respuesta, actualmente la dosis sigue considerandose como la
variable de interés tanto por los médicos como por la industria farmacéutica. La
razon fundamental es la escasez de datos en cuanto a la relacion entre
concentracion plasmatica y repuesta terapéutica, cuya investigacion requiere
una importante inversion de tiempo y de dinero. Por otro lado, existe una

infravaloracién de la variabilidad en la respuesta en distintos pacientes a una
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misma dosis. Otro argumento en contra de la TDM es la relacidn eficacia/coste
negativa. Sin embargo, esta afirmacion se hace teniendo en cuenta solo el
coste analitico, y no el ahorro que podria derivarse de un ajuste racional de la
dosis basado en la TDM en cuanto a la reduccion del gasto farmacéutico en
casos de prescripcion de dosis superiores a las necesarias, asi como el gasto
en personal y recursos debido a la prolongacion del tiempo de hospitalizacion o
al incremento del nimero de visitas médicas, al prescribir dosis que den lugar a

concentraciones plasmaticas excesivas o ineficaces [1]

Hoy en dia estd reconocida la utilidad de la TDM de farmacos que
presentan una ventana terapéutica estrecha, con riesgo de toxicidad seria fuera
de este margen, como es el caso del litio, la digoxina o los anticonvulsivantes.
Este reconocimiento se basa tanto en la obtencién de una mayor seguridad en

el tratamiento, como en la mejora de la relacion eficacia/coste [1,3].

Las principales caracteristicas farmacoldgicas que debe presentar un

farmaco para considerarse candidato ideal para la TDM son [1]:

Importante variabilidad interindividual en el aclaramiento plasmético del
farmaco, lo que dara lugar a diferentes concentraciones plasméticas tras
la administracion de una misma dosis en distintos individuos.

Estrecha ventana terapéutica, con riesgo de toxicidad severa fuera de
este margen.

Relacién concentracion/respuesta bien definida.

Multiples mecanismos de accion. La potencia de un farmaco sobre los
distintos lugares de accion es, generalmente, concentracion dependiente,
de forma que los efectos predominantes variaran en funcién de los

niveles de farmaco.
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2.2. VARIABILIDAD EN EL ACLARAMIENTO PLASMATICO DE LOS
ANTIDEPRESIVOS [4,5,6,7,8]

Es conocida la gran variabilidad interindividual que presentan los
antidepresivos en su eliminacion. La vida media (t,), ademas de estar
condicionada por los efectos de la edad, la presencia de enfermedad hepatica
0 renal, esta sujeta a una importante variabilidad interindividual debido a la
existencia de diferencias genéticas en la metabolizacion de los antidepresivos.
De esta forma, la presencia de estas situaciones especiales va a afectar tanto a
las concentraciones plasmaticas alcanzadas con una misma dosis y, por tanto,
a la respuesta terapéutica obtenida, asi como al tiempo necesario para que se

produzca la eliminacién del farmaco.
. Influencia de edad y sexo

Excepto fluvoxamina y venlafaxina, todos los ISRSs y ADTs
experimentan un aumento en la t,, en pacientes geriatricos, por lo que la dosis
debe reducirse en estos casos. Las concentraciones plasmaticas de
fluvoxamina también estan afectadas por el sexo, encontrandose niveles un 40-
50% inferiores en hombres. Los niveles de sertralina estan influenciados por la
combinacion de ambos factores, con concentraciones superiores en mujeres
mayores de 65 afos. Sin embargo, estas diferencias no justifican la
recomendacion del uso de dosis inferiores en mujeres ancianas. La influencia
de la edad en la eliminacion es de especial importancia en los pacientes
geriatricos, ya que éstos suelen estar polimedicados, aumentando el riesgo de

interacciones farmacocinéticas.
. Insuficiencia hepética

Todos los antidepresivos se metabolizan extensamente en el higado,
por lo que es esperable que la eliminacion esté ralentizada en pacientes con

cirrosis y otras enfermedades hepaticas.
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« Insuficiencia renal

La eliminacion de venlafaxina, citalopram y desipramina se prolonga en
pacientes con enfermedad renal. En cuanto a la paroxetina, su eliminacién no
parece modificarse en situaciones de afectacion leve o moderada, pero si en
caso de enfermedad severa. Para el resto de los compuestos no se han
encontrado diferencias entre pacientes con fallo renal y voluntarios sanos. Aun
asi, los fabricantes recomiendan comenzar el tratamiento con las dosis

minimas por razones de seguridad.

Tabla 5. Valores promedio de t., e influencia de determinadas condiciones fisioldgicas

Insuficiencia Insuficiencia

Antidepresivo ty, (horas) hepatica renal
Amitriptilina 9-36 T -
Nortriptilina 15-90 (i -
Imipramina 8-16 My, Ty, -
Desipramina 17-28 o e, T,

Clomipramina 24-48 My, ? -
Norclomipramina 48-72 (i -
Fluoxetina 2-4 dias kg s -
Norfluoxetina 7-15dias Aty e -
Paroxetina 10-24° ™, - iy
Sertralina 24 g e -
Fluvoxamina 12-24 - s -
Citalopram 36 ™y, i i
Venlafaxina 2.7-3.8 - T g

a: Dependiente de sus niveles plasmaticos, ya que inhibe CYP2D6, responsable de su biotransformacion; b: Influencia
en caso de afectacion severa; ¢: Aunque no suficientemente estudiado.

« Polimorfismo genético

El sistema enzimatico citocromo P450 es responsable del metabolismo
de la mayoria de tratamientos farmacologicos disponibles en la actualidad y es,

por ello, unos de los puntos principales en la investigacion farmacogenética. La
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mayoria de las enzimas de P450 tienen un papel limitado en la metabolizacion
de sustancias exogenas, actuando principalmente en la formacion vy
metabolizacién de sustancias enddgenas como esteroides, prostaglandinas o
colesterol. Asi, de las mas de 30 isoenzimas que han sido identificadas,
CYP1A2, CYP2C9/19, CYP2D6 y CYP3A4 son las que juegan un papel
fundamental en el metabolismo de los antidepresivos y de otras drogas

ampliamente utilizadas.

Se han identificado mdultiples alelos para algunos de los genes que
codifican las isoenzimas del citocromo P450. Este polimorfismo genético se
manifiesta fenotipicamente a través de diferencias subpoblacionales en la
farmacocinética de drogas eliminadas por accion de estas isoenzimas, dando
lugar a la existencia de metabolizadores rapidos (autondmico dominante),
metabolizadores lentos (autondmico recesivo) e, incluso, metabolizadores
ultrarrdpidos. Su repercusion clinica viene dada por la presencia de
concentraciones plasmaticas superiores y un aumento del tiempo de vida
media en metabolizadores lentos, lo que puede dar lugar a concentraciones
toxicas o interacciones farmacocinéticas en presencia de otros farmacos [11].
En metabolizadores répidos, las concentraciones plasmaticas alcanzadas

pueden no ser suficientes para producir el efecto terapéutico.

La repercusién clinica del polimorfismo ha sido documentada para los
genes que codifican CYP2D6 y CYP2C9/19 [8,9]. Concretamente, se sabe que
un 5-8% de blancos, 8.5% de Afroamericanos y 2-10% de asiaticos son
metabolizadores lentos por déficit de CYP2D6; y con respecto a CYP2C19, un
2-5% de blancos y un 18-25% de Afroamericanos y asiaticos son
metabolizadores lentos [10]. También se ha demostrado la existencia de
polimorfismo en los genes que codifican para CYP1A2 y CYP3A4, pero su

importancia clinica ha sido menos estudiada.

Los antidepresivos son metabolizados por estas isoenzimas del
citocromo P450. La existencia de este polimorfismo genético es, en parte,
responsable de la gran variabilidad interindividual en los niveles plasmaticos de
estos farmacos tras la administracion de la misma dosis. Por ello, la

determinacion del fenotipo de grupos étnicos especificos puede suministrar
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informacion util en la valoracion de las concentraciones plasmaticas que se
obtendran tras la administracion de una dosis determinada, asi como en la

incidencia de los efectos adversos en diferentes poblaciones.

2.3. NIVELES PLASMATICOS DE LOS ANTIDEPRESIVOS
2.3.1. Relacion dosis/niveles plasmaticos

Una caracteristica comun a la mayoria de los antidepresivos es la baja
correlacion entre la dosis administrada y en las concentraciones plasmaticas
alcanzadas en el estado de equilibrio (C*). Esto puede explicarse
principalmente a través de dos hechos: el polimorfismo genético en las enzimas
responsables de su metabolizacién y la presencia de una farmacocinética no

lineal en algunos de ellos.

Por un lado, como se coment6 en el apartado anterior, el polimorfismo
genético permite, en parte, explicar la gran variabilidad interindividual en C* en
distintos subgrupos poblacionales tras la administracion de la misma dosis
[8,11,12,13,14].

Por otro lado, a pesar de que la mayoria de los antidepresivos presentan
un comportamiento lineal a las dosis utilizadas habitualmente, algunos de ellos
presentan una cinética no lineal, lo que conduce a un aumento
desproporcionado en los niveles plasmaticos al incrementar la dosis, asi como
a la prolongacion de t,, comparado con el calculado tras la administracion de
una dosis Unica. Este hecho tiene importantes implicaciones en cuanto a la
posible aparicién de toxicidad o la falta de eficacia al administrar una dosis
habitual. Ademas, interfiere en la capacidad del clinico para predecir el efecto

de un ajuste en la dosis [4,12,15].

La mayoria de ADTs presentan farmacocinética lineal a las dosis
habituales [4], asociandose de forma general la gran variabilidad interindividual
en sus niveles plasmaticos con su extenso metabolismo de primer paso, unido

al polimorfismo genético en las enzimas que participan en su metabolizacion.
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De los 5 ISRSs comercializados, fluoxetina, paroxetina y, de forma
menos pronunciada, fluvoxamina presentan cinética no lineal [7,12]. En el caso
de la fluoxetina, se ha observado ademas un incremento de la biodisponibilidad
al aumentar la dosis, lo que parece indicar la existencia de un mecanismo de
saturacion en el metabolismo de primer paso [16]. La saturacion de CYP2D6
parece, al menos parcialmente, responsable de su cinética no lineal, asi como
el hecho de que es posible que multiples enzimas de P450 actien en su
metabolizacion [17]. En el caso de la paroxetina también se observa un
incremento de la biodisponibilidad con el aumento de la dosis, explicado por un
mecanismo de autoinhibicién, ya que paroxetina es un potente inhibidor de
CYP2D6; sin embargo, se cree que su cinética no lineal se explica a través de
un mecanismo de saturacion de Michaelis-Menten, ya que presenta dos vias
metabdlicas paralelas: una de alta afinidad/baja capacidad, es decir, saturable
o no lineal, y otro de baja afinidad/alta capacidad, es decir, lineal o no
saturable. Aunque esto sélo se cumple en metabolizadores rapidos, ya que los
metabolizadores lentos, al carecer o presentar déficit de CYP2D6, metabolizan
la paroxetina por el mecanismo de baja afinidad lineal. Las concentraciones de
fluvoxamina son ligeramente superiores a las esperadas tras la administracion
de dosis cronicas, aunque se considera que presenta una farmacocinética

lineal a dosis terapéuticas (25-100mg) [37].

Venlafaxina presenta farmacocinética lineal a las dosis empleadas
habitualmente (75-450mg/dia) [18].

2.3.2. Relacion niveles plasmaticos (C**)/eficacia clinica

Se han llevado a cabo numerosos estudios con la intencion de
correlacionar las concentraciones plasmaticas de los antidepresivos con la
respuesta clinica [19,20,21,22,23,24,25].

En el caso de los ADTs, sigue existiendo cierta controversia en las
concentraciones que dan lugar al efecto terapéutico [26,27], dificultado por la
falta de relacion dosis/concentracion, asi como la existencia de metabolitos
también activos que, incluso, pueden presentar un perfil farmacolégico distinto

al del compuesto original, como es el caso de la clomipramina. A pesar de ello,
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es posible establecer un rango de concentraciones criticas, ya que
concentraciones demasiado bajas se asocian con la ausencia de respuesta, y
concentraciones muy altas, con un aumento en la incidencia de efectos
secundarios e, incluso para algunos de ellos, con un descenso en la respuesta.
También se ha observado que para aquellos compuestos para los que se
proponen rangos de referencia teniendo en cuenta la suma del compuesto
original y su metabolito principal hay mucha mejor correlacion que para el

propuesto para cada uno de los compuestos individualmente [28].

En cuanto a los més recientes ISRSs y venlafaxina, la relacion entre
concentraciones plasmaticas y respuesta clinica es mas incierta. A las
dificultades citadas anteriormente para establecer esta correlacién, se suma su
mayor novedad y la presencia de la mezcla racémica en las formulaciones
comercializadas de fluoxetina, citalopram, venlafaxina, al presentar los dos
enantiomeros diferencias en cuanto a su potencia farmacoldgica y su
farmacocinética. Sin embargo, este grupo de farmacos presentan una ventana
terapéutica mucho mas amplia y menor toxicidad que los ADTs [29]. Un hecho
demostrado en el caso de los ISRSs es que a las dosis efectivas minimas se
produce un 70-80% de inhibicién de la recaptacién de serotonina, y las dosis
mas altas soOlo se asocian con un incremento adicional de un 8% en la
inhibicion de la recaptacion, dando lugar a una mayor incidencia en la aparicion
de los efectos secundarios sin obtener una mejora apreciable en la eficacia
antidepresiva. Asi, debe emplearse esta dosis minima, ya que se mejora la
tolerabilidad y se minimizan problemas derivados de la interaccién con enzimas
de P450.

A pesar de las limitaciones expuestas anteriormente, se han publicado
listas en las que se proponen rangos terapéuticos para distintos compuestos,
con la intencion de ser usados como guia de referencia. Una de las listas mas
extensa es la propuesta por la Asociacion Internacional de Toxicélogos
Forenses (TIAFT) y la publicada por C.L. Winek et al [30,31], donde se incluye

rangos terapéuticos para todos los antidepresivos comercializados.
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Tabla 6. Rangos de concentraciones terapéuticas recogidos en el listado de la TIAFT

CONCENTRACIONES TERAPEUTICAS

ANTIDEPRESIVO

(ng/mL)
Amitriptilina+nortriptilina 100-200
Imipramina+desipramina 150-300
Clomipramina+norclomipramina 150-550
Fluoxetina+norfluoxetina 150-500

Paroxetina 10-75

Citalopram 20-200

Fluvoxamina 50-250

Sertralina 20-250
Venlafaxina+ O-desmetilvenlafaxina 250-750

2.4. UTILIDAD DE LA TDM DE LOS ANTIDEPRESIVOS

Una vez descritos los principales parametros para evaluar la posible
indicacién de TDM en el caso de los farmacos antidepresivos, debe hacerse
una clara distincion entre los clasicos ADTs y la nueva generacion de agentes
antidepresivos. Esta diferenciacion se debe a que la utilizacién sistematica de
TDM sdlo esta justificada desde el punto de vista clinico con farmacos que dan
lugar a efectos téxicos o indeseables a concentraciones plasmaticas

ligeramente superiores que las necesarias para producir el efecto terapéutico.

La TDM de ADTs es una practica ampliamente aceptada
[1,3,32,33,34,35,36], ya que presentan varias caracteristicas farmacoldgicas

gue apoyan su beneficio, tanto desde el punto de vista clinico como econémico:

Son farmacos de estrecho margen de terapéutico, con riesgo de toxicidad

cardiaca y en el SNC a concentraciones 5 veces mayores que la
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terapéutica. Aunque los resultados de los estudios para valorar la
relacion C*/eficacia con las aminas terciarias son menos robustos que
los obtenidos con sus metabolitos, es posible establecer una ventana
terapéutica teniendo en cuenta los niveles plasmaticos eficaces minimos
y aquellos que dan lugar a la aparicion de toxicidad.

Es conocida la gran variabilidad interindividual en los niveles plasmaticos
alcanzados tras la administracion de la misma dosis debido,
fundamentalmente, al polimorfismo genético enzimético.

Presentan una farmacodinamia compleja, con multiples actividades
biolégicas, algunas de las cuales son responsables de sus efectos
adversos. En este sentido, teniendo en cuenta que la afinidad del
farmaco por los distintos lugares de accion es concentracion
dependiente, la TDM podria evitar la aparicion de ciertas acciones
responsables de sus efectos secundarios o su toxicidad.

Comienzo de la accion retardado. El efecto clinico tarda 2-4 semanas en
manifestarse, por lo que el ajuste de la dosis basado exclusivamente en
la respuesta clinica es méas lento que el basado en TDM. Esto conduce a
un retraso en la eficacia del tratamiento, aumentando la probabilidad de
visitas hospitalarias y/o prolongacion del tiempo de permanencia en el
hospital, con importantes consecuencias econdmicas. Ademas, con
frecuencia, los antidepresivos dan lugar a efectos adversos que pueden
confundirse con un empeoramiento de la enfermedad, y la tendencia del
médico en estos casos es aumentar la dosis de farmaco, incrementando

la toxicidad.

En cuanto a las nuevas generaciones de antidepresivos, a pesar de

presentar una serie de caracteristicas compatibles con el uso de la TDM

(importante variabilidad interindividual en el aclaramiento plasmatico, retraso en

el comienzo de la accién, toxicidad temprana que puede confundirse con

empeoramiento de la enfermedad), el fracaso en la identificaciéon de una clara

relacion concentracion/eficacia, el amplio margen terapéutico y su relativa

seguridad hacen que no haya razones de peso que justifiquen el uso de la TDM

de forma rutinaria. Sin embargo, muchos autores defienden su utilidad en

situaciones concretas [1,3,33,36]:
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Cuando se sospecha incumplimiento de la prescripcion en aquellos
pacientes que no responden al tratamiento. Este hecho es bastante
frecuente en la practica psiquiatrica debido, principalmente, a la
intolerancia a los efectos adversos, asi como a la larga duracién de los
tratamientos. La TDM puede ayudar a detectar niveles plasmaticos muy
por debajo de los de “referencia”.

En poblaciones especiales en las que los parametros farmacocinéticos se
ven afectados, como pacientes geriatricos, metabolizadores lentos o
ultrarrapidos, pacientes con fallo hepatico o renal, o pacientes con
enfermedad cardiaca preexistente.

En pacientes polimedicados, situacion frecuente en ancianos, a fin de
evitar la aparicion de interacciones farmacocinéticas.

Cuando se realiza un cambio en el tratamiento, para asegurar la
completa eliminacion del farmaco sustituido antes la administracion del
nuevo tratamiento. Esto es especialmente importante en el caso de la
fluoxetina debido a su larga t, y la de su metabolito, y su alta capacidad

para dar lugar a interacciones farmacocinéticas.

2.4. REQUISITOS ANALITICOS

Generalmente, la muestra de elecciéon en la TDM es el plasma o suero.
La principal desventaja de este espécimen es que su recoleccién requiere la
utilizacion de un procedimiento invasivo (venopuncion). La saliva puede
emplearse como muestra alternativa siempre y cuando se demuestre que la
relacion entre las concentraciones en saliva y plasma es constante, y no esta
afectada por el pH o el flujo salivar. En estos casos, la saliva se presenta como
una matriz efectiva no invasiva en la detecciéon de la concentracién de farmaco
activo en plasma, particularmente util en nifios, ancianos o pacientes con fobia

a las agujas.

La técnica analitica utilizada debe cumplir una serie de requisitos
basicos, como la especificidad por el compuesto/s a medir, la capacidad para

realizar una cuantificacién precisa, y suficientemente sensible para poder llevar
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a cabo la determinacion a partir de un volumen relativamente pequefio de
muestra. Los métodos cromatogréaficos tienen la ventaja de poder adaptarse
facilmente al andlisis de un amplio grupo de compuestos, y el desarrollo de
métodos para la determinacién de nuevos compuestos es relativamente rapido
en comparacion con el tiempo necesario para el desarrollo de una técnica de
inmunoensayo. Ademas, los sistemas cromatograficos pueden acoplarse a
técnicas de deteccidon que permiten obtener un alto grado de especificidad y

sensibilidad, como la deteccion ultravioleta o la espectrometria de masas.

La separacion de los enantiomeros en el caso de determinados
compuestos quirales puede suministrar informacion util en la interpretacion de
los resultados, ya que para algunos compuestos existen diferencias
importantes en la potencia de accidn y biotransformacion de los enantiomeros.
Entre los antidepresivos, la fluoxetina, el citalopram y venlafaxina se
comercializan en su forma racémica, y se han desarrollado métodos analiticos

que permiten la identificacion de cada uno de los isémeros.
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Se pueden distinguir dos grandes grupos en cuanto a las técnicas
analiticas utilizadas en el analisis toxicoldgico: las técnicas no cromatograficas
basadas en sistemas de inmunoensayo, que permiten el analisis directo de la
muestra, y las distintas técnicas cromatograficas que, generalmente, requieren

su tratamiento previo.

3.1. TECNICAS NO CROMATOGRAFICAS

Existen distintos inmunoensayos para analisis general de antidepresivos
del grupo de los triciclicos. Entre éstos, las técnicas de RIA estan actualmente
en desuso debido al desarrollo de otros inmunoensayos no isotdpicos, como
EMIT, ELISA y FPIA [1-10]. La mayoria de los inmunoensayos se encuentran
comercializados en forma de test faciles de wusar, automaticos o
semiautomaticos (Ej., Abbott's ADx, SyvaEmittox, COBAS-BIO), y su principal
ventaja como técnica analitica es que no se requiere el tratamiento inicial de la
muestra. Generalmente, los kits para la deteccion de farmacos estan disefiados
para su utilizacibn con muestras de plasma o suero, aunque también se
dispone de dispositivos para el analisis de orina. Una gran limitacion de las
técnicas de inmunoensayo es que no se puede llevar a cabo el diagnéstico de
sobredosis general por antidepresivos, ya que no permiten la identificacion
farmacos pertenecientes a distintos grupos no relacionados quimicamente,
como son los de nueva generacién. Ademas, en muchos casos, los sistemas
para la deteccion de ADTs dan lugar a interferencias con compuestos del grupo
de las fenotiacinas [3,6]. Son técnicas para el analisis semicuantitativo, aunque
se han desarrollado métodos especificos para la determinacion cuantitativa de
ADTs y su aplicacion a TDM [7,8], permitiendo detectar concentraciones de 25-
50ng/ml. Sin embargo, los niveles detectados con las técnicas inmunoldgicas
generalmente no presentan buena correlaciéon con los determinados con las

técnicas cromatograficas, limitando su utilidad en la TDM [9,10].
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3.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Estas técnicas son mas especificas y sensibles que las anteriores, pero

requieren, generalmente, el tratamiento previo de la muestra.

Las muestras de mayor interés en al analisis de antidepresivos son
plasma o sangre total y orina. También se han determinado en otros medios

biolégicos como contenido gastrico, humor vitreo, pelo, higado y cerebro.

Existen distintos procedimientos de extraccion. En la mayoria de los
casos se han empleado extracciones liquido-liquido (LL) o extracciones en fase
sélida (SPE). La seleccion de uno u otro dependera de los requerimientos
perseguidos, el tipo de muestra analizada, el método cromatografico empleado,

o la necesidad de obtener resultados en poco tiempo.

En la extraccion liquido-liquido los compuestos son extraidos de los
medios biologicos mediante la utilizacion de un disolvente organico. Debido al
caracter basico de los antidepresivos, las muestras son inicialmente
alcalinizadas con NaOH, NH4CIl o tampones basicos (tampodn bicarbonato,
fosfato, borato, carbonato) para obtener un pH generalmente superior a 9.5. Se
han empleado distintos disolventes organicos (hexano, diclorometano, alcohol
isoamilico, éter dietilico, acetato de etilo) o mezclas de disolventes de distintas
polaridades [11-15]. La fase organica conteniendo los analitos es,
generalmente, evaporada a sequedad y reconstituida. En ocasiones, se ha
efectuado una reextraccion de la fase organica recolectada. ElI volumen de
espécimen y de disolvente organico empleado dependera del compuesto que
se pretenda analizar, asi como del rango de concentraciones esperadas. Los
procedimientos de extraccidn liquido-liquido permiten llevar a cabo

extracciones rapidas, utiles en el screening.

La extraccion en fase sdlida (SPE) es un proceso fisico de extraccion
basado en el mismo principio que la cromatografia liquida, en el que estan
implicadas una fase sélida y otra liquida. La SPE conlleva 5 etapas basicas: el
acondicionamiento y equilibrado de los cartuchos de sorbente, la carga de la

muestra, el lavado del cartucho, una etapa de secado, y la elucion.
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Se han utilizado diferentes procedimientos de SPE para la extraccion de
antidepresivos empleando, generalmente, sorbentes basados en mecanismos
de fase reversa como los C8 6 C18, asi como los mas recientes HLB (balance
hidrofilico-lipofilico) [16,17]. Debido al caracter basico de estos compuestos, la
utilizacién de sorbentes en modo mixto como los Bond Elut Certify o MCX [18],
que actuan simultaneamente a través de un mecanismo de fase reversa y de
un mecanismo de intercambio cationico, permiten una extraccion mas selectiva
mediante la eliminacion de compuestos presentes en la muestra que no tengan
caracter basico. En este caso, la muestra debe ser acondicionada previamente
con una disolucion acida para permitir la ionizacién de los antidepresivos, que

son eluidos posteriormente mediante un disolvente en medio basico.

Ademas de los sistemas automaticos para llevar a cabo la SPE (Rapid
Trace SPE Workstation, ASPEC XL4, Zymark Rapid-Trace Workstation),
existen en el mercado equipos que permiten llevar a cabo la extraccion en linea
con el sistema cromatografico, lo que posibilita la automatizacion total del
método analitico, con el consiguiente aumento en el numero de muestras que

es posible analizar (ej., Spark Biosystem).

Entre las técnicas de extraccion alternativas a las anteriormente
descritas se encuentra la microextraccion en fase solida (SPME). En la
SPME la extraccion se realiza mediante la utilizacién de una fibra de silice
fundida recubierta de distintas fases estacionarias (PDMS, PA, CAR-PDMS,
CW-DVB) a través de su inmersion directa en la muestra, o poniéndola en
contacto con el espacio de cabeza creado mediante su sellado y calentamiento.
La extraccion se produce a través de la difusion de los compuestos entre la

muestra (el espacio de cabeza, en caso de utilizarse esta modalidad) y la fibra.

Lee y col. han publicado un método para la extraccion de ADTs en
sangre total empleando como fase estacionaria de SPME una fibra de
polodemetilsiloxano (PDMS), con un limite de cuantificacion de 30ng/mL [19].
C. Salgado y col. han determinado ISRSs en orina, utilizando como
recubrimiento de la fibora PDMS-DVB, con un limite de cuantificacion de
10ng/mL [20].
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En los ultimos afios se han desarrollado distintas técnicas basadas en el
acoplamiento de soportes al sistema cromatografico, que permiten efectuar un
tratamiento de la muestra de forma automatica, posibilitando el analisis
mediante la inyeccion directa de la muestra, con el consiguiente aumento en
el numero de muestras analizadas. Estos sistemas solo pueden ser
incorporados a equipos de cromatografia liquida. Se han utilizado para ello
distintos soportes como los de medio de acceso restringido (RAM), los de
particulas de gran tamafio (LPS) o los soportes monoliticos, en dos posibles
configuraciones: uso de soporte y elucion directa al detector (single column
approach), o la elucion hacia una columna analitica para efectuar la separacién
de los compuestos antes de su entrada al detector (column-switching
approach).

Se han descrito algunos métodos en los que se utiliza este tipo de
sistemas para la determinacion antidepresivos, generalmente para el analisis
de uno o pocos compuestos [21,22]. M. Kollroser y C. Schober han
desarrollado un método para el analisis de algunos ADTs [23]. Recientemente,
F. Sauvage ha empleado este sistema para la determinacién de 13

antidepresivos de distintos grupos y algunos de sus metabolitos en suero [24].

También se ha utilizado en el analisis de antidepresivos sistemas de
SPE “on-line”, que realizan todo el proceso de extraccion de la muestra y el

posterior acoplamiento al sistema cromatografico automaticamente [25].

3.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

Esta técnica esta perdiendo uso debido a su baja sensibilidad,
selectividad y la dificultad para realizar determinaciones cuantitativas. Existen
métodos que permiten la deteccidén de ADTs en plasma, orina o contenido
gastrico, para la identificacion preliminar en casos clinicos o forenses. Se han
empleado soportes en fase reversa y fase normal, utilizando distintas mezclas
de fase movil como ciclohexano/tolueno/dietilamina,

benceno/acetona/EtOH/NH3, etilacetato/diclorometano/NH3/metanol,
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ACN/agua, cloroformo/metanol, Ademas del Rf, para su deteccion se han
empleado distintos agentes reveladores que dan lugar a la formacién de
complejos coloreados (Dragendorff, 12, Mandelin, HCIO4 en EtOH/H20), asi
como la luz UV y la espectrofotometria [26-29]. También se dispone de un
sistema de TLC comercializado, Toxi-Lab®, que incluye todos los reactivos
necesarios para las drogas mas usadas y sus metabolitos, asi como un

esquema interpretativo actualizado [30].

3.3.2. Cromatografia capilar micelar electrocinética (MEKC)

La electroforesis capilar de zona (CZE) es una técnica de separacion
basada en la diferente movilidad electroforética de las moléculas cargadas bajo
la influencia de un flujo electro-osmoético. MEKC permite obtener una mayor
resolucion mediante la incorporacion de un segundo mecanismo de separacion,
utilizando micelas surfactantes que interaccionan con los analitos. Su principal
ventaja es que se requieren pequefos volumenes de muestra. Ademas,
permite la separacion de enantiomeros, ya que eluyen en forma de complejos
diastereosoméricos. La deteccidén quiral es interesante en el caso de que los
distintos enantibmeros de un compuesto presenten distinta potencia
farmacologica y/o farmacocinética, como es el caso de fluoxetina y citalopram
que, ademas, se comercializan como mezcla racémica. Sin embargo, esta
técnica no supone una ventaja sobre las técnicas de HPLC o GC en el campo

de TDM o de la toxicologia clinica debido al elevado precio de estos sistemas.

Esta técnica de separacibn se ha empleado en el analisis de
antidepresivos en plasma y orina [31,32,33] efectuandose, en algunos casos, la

separacion enantiomérica [34].

3.3.3 Cromatografia gaseosa (GC)

Las primeras técnicas de deteccion que se acoplaron a GC para el
analisis antidepresivos fueron los detectores de ionizacion de llama (FID) [35] y
de captura electrénica (ECD) [36], el segundo de los cuales requiere
derivatizacion previa de los compuestos. La utilizacion del detector de

nitrogeno-fosforo (NPD) ha dado lugar al desarrollo de numerosos métodos
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para la deteccién de ADTs [37-41], ISRSs [42-45] y venlafaxina [43,45] debido
a sus estructuras nitrogenadas. Esta técnica ha probado ser una herramienta
de gran utilidad en el screening toxicologico y el analisis cuantitativo de estos
compuestos sin necesidad de llevar a cabo procedimientos de derivatizacién
[42], debido a su buena sensibilidad (limites de deteccién del orden de ng/mL),
evitdndose ademas muchas de las interferencias obtenidas con el uso de

detectores no selectivos como FID.

La espectrometria de masas (MS) acoplada a la GC es la técnica
identificativa mas utilizada en toxicologia forense debido a su alto grado de
selectividad y sensibilidad. Se han descrito varios métodos para el analisis
toxicologico sistematico de numerosas drogas y sus metabolitos en orina,
incluidos los antidepresivos [46]. En la mayoria de los casos, la determinacién
de antidepresivos mediante esta técnica requiere derivatizacidon previa
(trifluoroacetamida, anhidrido trifluoroacético, anhidrido acético/piridina, cloruro
de 4-carbetoxihexafluorobutirico, acido pentafluoropropionico o]
heptafluorobutirico, entre otros). Maurer y col. han descrito procedimientos para
el screening de antidepresivos en orina, mediante la modificacion del método
desarrollado para el analisis sistematico [47,48]. Se han descrito también otros
métodos para la confirmacion ADTs y sus metabolitos en plasma o suero,
trabajando en modo full scan, y su posterior cuantificacion mediante la
monitorizacion selectiva de los iones de interés [50,51], siendo adecuados tanto
para el screening en caso de intoxicacién, como para la monitorizacion de los
niveles plasmaticos. Otros métodos han sido desarrollados para la
cuantificacion de antidepresivos del grupo de los triciclicos o ISRSs (por grupos
de antidepresivos), con limites de deteccidon muy por debajo de los terapéuticos
[52-55]. También se ha descrito un método para la determinacién conjunta de
los enantiomeros de fluoxetina y norfluoxetina, y fluvoxamina, después de su

derivatizacion [56].
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3.3.4 Cromatografia liquida de alta resolucién (LC)

Se han publicado un gran numero de métodos empleando LC para el
screening toxicologico o la determinacion de farmacos antidepresivos y otros
relacionados (como neurolépticos), o para la TDM de un antidepresivo en
particular (o0 unos pocos) y sus principales metabolitos. Generalmente, se ha
empleado fase reversa mediante la utilizacion columnas de analiticas C8 6
C18. La fase movil utilizada consiste en una mezcla de tampdn a distintos pH

(fosfato, amonio, acetato) y un disolvente organico (ACN, MeOH).

Las técnicas de deteccion mas ampliamente utilizadas en el analisis de
antidepresivos mediante LC han sido la visible-ultravioleta (UV) o array de
diodos (DAD) y la fluorimetria (FL) [21]. Como técnica de screening, DAD es
muy util, ya que permite la elaboracion de bases de datos con los espectros
ultravioleta de las sustancias, posibilitando la identificacion mediante la
comparacion del espectro obtenido con el de referencia. Se han descrito
métodos estandarizados para la identificacion mediante tiempo de retencién y
espectro UV-DAD [57-59]. Ademas, algunos sistemas poseen softwares (ej.
MMD de E. Merk, Darmstadt/Amsterdam) que emplean algoritmos basados en
regresion lineal, permitiendo obtener resultados semicuantitativos de forma
rapida. Otros métodos han sido desarrollados para la identificacién y
cuantificacion simultanea en casos sobredosis [60,61], o para la TDM de

antidepresivos y sus principales metabolitos [62,63,64] mediante UV o DAD.

El detector FL se ha empleado generalmente para la determinacion de
uno o pocos antidepresivos simultaneamente y requiere, en la mayoria de los
casos, la derivatizacion de los compuestos para conferirles propiedades
fluorescentes (cloruro de dansyl, NBD-COCI, DBD-COCI, NBD-F) [65-69]. Se
han desarrollado también métodos que permiten la determinacién de

enantiomeros con columnas quirales [64,70].
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3.3.5 Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS(/MS)).

Esta ha sido la técnica analitica empleada en el trabajo experimental
presentado en esta tesis doctoral. Por ello, los métodos desarrollados para la
determinacién de antidepresivos mediante LC-MS(/MS) se describiran con

mayor detenimiento (Tabla 7).

La espectrometria de masas permite obtener una alta especificidad y
sensibilidad, de gran utilidad cuando se requieren niveles de deteccidon muy
bajos, como en el caso de la TDM o de los estudios farmacocinéticos. Los
antidepresivos son compuestos polares, por lo que la utilizacion de GC para el
analisis requiere su derivatizacion previa. Por ello, la utilizacion de LC-MS en la
determinacién de antidepresivos ha crecido significativamente en los ultimos
anos, permitiendo detectar concentraciones del orden de pg/mL. Ademas, el
uso de LC-MS permite la reduccion del tiempo de analisis (de la duracion
cromatografica) comparado con otros métodos tradicionales de deteccién como
UV, ya que no es necesario obtener una resolucién total entre los compuestos
a analizar, y permite llevar a cabo procedimientos de tratamiento de la muestra

mas sencillos, dando lugar a una mayor productividad (high-throughput).

En la mayoria de los casos, plasma o sangre han sido las muestras
biolégicas empleadas en la determinacion de antidepresivos. También se ha
descrito la utilizacién de otros medios como orina, bilis, humor vitreo, cerebro,

higado, contenido gastrico o pelo, pero en contadas ocasiones [71,72,73].

Debido a la gran variedad de compuestos incluidos dentro de la
denominacion general de farmacos antidepresivos, la mayoria de los métodos
se han desarrollado para la determinacion de un compuesto y su principal
metabolito [13,14,72,74-82], o compuestos pertenecientes al mismo grupo de
antidepresivos [14,22,23,83,84]. Aunque util para su aplicacion a estudios
farmacocinéticos o TMD, métodos que solo detecten un compuesto o un grupo
reducido son poco realistas para su uso en un laboratorio de toxicologia
forense, particularmente en el analisis de farmacos en casos psiquiatricos ya

que, generalmente, esta implicada la combinacibn de sustancias.
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Recientemente, el grupo de Sauvage y el grupo de Kirchherr han desarrollado
métodos en los que se incluyen los principales farmacos antidepresivos de las

familias de los ADTs y los ISRSs y sus principales metabolitos [24].

Generalmente, la técnica de ionizacion utilizada ha sido ESI en modo
positivo. También se ha descrito, en menor numero de ocasiones, la utilizacion
de APCI, [22,23,76], y en un caso SSI [85], siempre en modo positivo. En
cuanto al analizador empleado, éste ha sido mayoritariamente el cuadrupolo,

bien simple o en tandem.
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La cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas

4.1. INTRODUCCION A LC-MS

¢Por qué el acoplamiento LC-MS?

La introduccion de la espectrometria de masas (MS) ha supuesto un
gran avance en las técnicas analiticas por su gran sensibilidad y su alto grado
de fiabilidad. Su principal ventaja sobre otras técnicas de deteccidon (visible-
ultravioleta, fluorimetria, deteccidon electroquimica) es, por un lado, su
capacidad para suministrar informacion atil desde el punto de Vvista
identificativo, de forma que el espectro de masas se presenta asi como una
prueba casi inequivoca de la identidad del compuesto a analizar. Por otro lado,
se trata de un detector universal, basado en la separacion de las especies
cargadas de acuerdo con su relacién masa/carga. La espectrometria de masas
se presenta como uno de los métodos de deteccibn mas sensibles vy

especificos para el analisis molecular.

El acoplamiento de la espectrometria de masas a la cromatografia
gaseosa (GC-MS) surge ya a finales de la década de 1950 [1]. Hoy en dia, esta
metodologia se considera una técnica robusta, utilizada de forma rutinaria en
los laboratorios de analisis, y su rol como técnica de cribado es incuestionable.
Esto se debe a que la utilizacion de impacto electrénico (EI) como técnica de
ionizacion da lugar a una fragmentacion reproducible de los compuestos
independientemente de la instrumentacion utilizada. Esto ha posibilitado la
creacion de librerias con los espectros de masas caracteristicos para multitud
sustancias, que pueden ser utilizados en el screening sistematico [2]. Sin
embargo, el principal inconveniente de la cromatografia gaseosa (GC) es la
dificultad en el analisis de determinados compuestos, como sustancias poco
volatiles, polares o termolabiles, haciéndose necesaria la utilizacion de

laboriosos procedimientos de derivatizacion.

Esta limitacion de la cromatografia gaseosa propicié la investigacion
sobre las posibilidades que podria ofrecer el acoplamiento de la cromatografia
liquida (LC) a la espectrometria de masas (MS). La combinaciéon de LC y MS
permitiria aunar las ventajas de esta versatil técnica de separacion con la gran

sensibilidad y capacidad identificativa del MS [3].
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Dificultades

El problema fundamental que surgié en el acoplamiento LC y MS fue la
transferencia de las moléculas disueltas en la fase movil (liquido) hacia la
region de alto vacio donde se produce la separacion de los iones y su

deteccion en el MS (gas).

Las principales incompatibilidades que se encontraron entre ambos

sistemas fueron [3]:

1- Evaporacién de los flujos tipicamente empleados en LC (1mL/min) antes
de su introduccion en la regién de alto vacio del MS. Para aumentar la
detectabilidad del analito deberia introducirse la mayor cantidad posible
de efluente de la columna o conseguir el enriquecimiento de analito
mediante la evaporacién del disolvente de la fase mévil antes de su
introduccién en el MS.

2- El uso frecuente de aditivos no volatiles en la composiciéon de la fase
movil. El sistema de vacio de MS no permite la introduccion de grandes
cantidades de material no volatil, como tampén fosfato o agentes de par
idnico.

3- lonizacion de compuestos termolabiles o no volatiles. Los métodos
tradicionales de ionizacion, impacto electronico (El) e ionizacion quimica

(Cl) requieren que la muestra se encuentre en estado gaseoso.

La investigacion en el acoplamiento de LC y MS se centré en la
busqueda de interfases con las que superar estos obstaculos. Idealmente, toda
interfase deberia poseer la capacidad de transformar el efluyente de la columna
en gas, provocar la ionizacién de los compuestos y eliminar grandes cantidades
de la fase movil liquida para mantener el vacio necesario para el analisis de

masas.

Introduccién de las interfases

La primera solucion para solventar la dificultad que suponia el
acoplamiento de LC y MS fue publicada por Arpino y col. en 1974 [4]. Desde

entonces, se han descrito en la literatura mas de 25 interfaces distintas [5], de
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las que solo unas pocas han tenido aplicacion practica y llegaron a ser
comercializadas [1]: moving belt (MB), direct liquid introduction (DLI),
thermospray (TSP), fast atom bombardement (FAB) y particle beam (PB). Sin
embargo, fue la introduccion de las interfaces de ionizaciébn a presion
atmosférica (API) lo que dio lugar a la enorme expansidén experimentada por
LC-MS en las ultimas dos décadas, de forma que actualmente las anteriores

técnicas han quedado practicamente obsoletas.

Asi, inicialmente considerada una “hiphenated technique”, haciendo
referencia a dos técnicas cuya combinacidn se encontraba en un fase de
experimentacion, hoy en dia el increible aumento en las aplicaciones de esta
técnica en los ultimos afios demuestra el importante grado de madurez

alcanzado en la actualidad.

4.2. COMPONENTES DE UN SISTEMA API-MS

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una técnica
de separacion que ha sido ampliamente utilizada mediante su combinacion con
distintas técnicas de deteccién (UV, DAD, fluorescencia) desde su introduccién
en 1969, y hoy en dia su utilidad esta bien documentada. El desarrollo de
sistemas que permitiesen el acoplamiento entre LC y MS es lo que ha dado
lugar a la gran expansion experimentada por esta técnica analitica en las
ultimas décadas vy, por ello, en esta seccion seran estas innovaciones las que

se explicaran con mas detenimiento.

En un equipo de LC-API-MS pueden distinguirse los siguientes

componentes:

Interfase Analizador detector Sistema

HPLC

informatico
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4.2.1. Interfases de ionizacion a presién atmosférica (API)

El imparable crecimiento de las aplicaciones de LC-MS en los ultimos
afnos se debe principalmente a la comercializacién de las interfases API (siglas
procedentes del inglés atmospheric pressure ionization). Previamente se
comercializaron otras interfases que dieron lugar a interesantes aplicaciones
(alguna de ellas, como TS, PB o CF-FAB, continuan utilizandose en la
actualidad de forma muy restringida). Sin embargo, éstas presentan una serie
de limitaciones relacionadas fundamentalmente con la falta de universalidad y

su baja sensibilidad y robustez.

Las principales ventajas de APl se resumen en cuatro hechos

principales:

- Permite la utilizacion de los volumenes de liquido empleados
normalmente en LC.

- Es adecuado para el analisis de compuestos no volatiles, polares y
termolabiles, generalmente analizados por LC.

- Es una técnica muy sensible, permitiendo llegar a limites de deteccidn
similares o incluso mejores que los obtenidos con GC-MS.

- Su robustez.
Las interfaces API constan de 4 elementos basicos:

- Un sistema de introduccion del liquido procedente de la columna
cromatografica.

- Una region de ionizacion, donde se ionizan las moléculas a presion
atmosférica.

- Una apertura para la entrada de los iones formados a la region de
presion intermedia.

- Un sistema de transferencia de los iones hasta la regién de alto vacio

del analizador.

Una vez que se introduce la muestra en la regiéon de ionizacion se
producen, ademas de los iones de analito, iones de disolvente, especies

neutras, asi como clusters (agrupaciones moleculares). Para minimizar la
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entrada de estas especies en el analizador, los iones se hacen pasar a la zona
de presion intermedia través de un orificio de muestreo por medio de un campo
eléctrico. Ademas, la utilizacién de una corriente de nitrégeno (“curtain gas” o
gas de cono) alrededor del cono de muestreo, evita la entrada de moléculas
neutras y favorece la evaporacion de gotas de solvente (declustering),
previniendo ademas el atasco de orificio y cono de muestreo. Una mejora en el
disefio viene dada por la posicion ortogonal del spray con respecto al cono de
entrada (ej. Z-spray de Waters). Con esta disposicion, las moléculas cargadas
son extraidas perpendicularmente hacia el orificio gracias al gradiente eléctrico
establecido, mientras que las moléculas neutras y las gotas de disolvente no

evaporado siguen la direccion del spray, eliminandose como desecho.

Figura 6. Representaciéon de una interfase API en la que se produce la extraccion ortogonal de
los iones desde la regiéon a presion atmosférica hasta la regién de alto vacio del analizador
(ZSpray de Micromass, Waters Coorp.).

103



La cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas

Una vez que se han formado los iones a presiéon atmosférica, deben ser
transportados al analizador. La movilizacion de los iones se consigue
estableciendo un gradiente de vacio (por accion de una bomba rotatoria y dos
turbomoleculares) y de potencial eléctrico a través de diferentes sistemas
Opticos con los que se enfocan a su paso por las distintas camaras que deben
atravesar hasta su llegada a la region de alto vacio del analizador. Este
proceso de transferencia constituye una importante fuente de pérdida de iones
y, por tanto, sensibilidad. Por ello, los distintos fabricantes han introducido
cambios en el disefio de los equipos con dos finalidades: enriquecer los iones
de analito que entran en la regién de presion intermedia, y favorecer su

transmision al analizador.

En interfases API se produce una ionizacion suave, donde las especies
predominantes seran las moléculas protonadas o desprotonadas [M+H]" o [M-
H]" (ion quasi- o pseudo-molecular), segun se trabaje en modo positivo o
negativo, respectivamente. Esto hace que la informacion estructural
suministrada sea limitada. Sin embargo, se puede inducir la fragmentacién en
la region de presion intermedia situada entre la fuente y el analizador mediante
la aplicacion de un voltaje que provoca la aceleracién de los iones y su colision
con moléculas residuales de disolvente o de gas nebulizador. Este fendmeno,
conocido con el nombre de colisién inducida en la fuente (CID, collision-induced
dissociation), permite la utilizacion de los fragmentos obtenidos para aumentar
la especificidad de la técnica. Ademas, la aplicacion de este voltaje favorece la

destruccion de posibles clusters.

Las interfases API utilizadas mayoritariamente son la interfase de
ionizacion quimica a presién atmosférica (APCI) y la interfase de electrospray
(ESI). Recientemente, se ha introducido la denominada fotoionizacién a presién
atmosférica (APPI), que permite la ionizacion de compuestos muy apolares que
se ionizan de forma ineficiente con las otras dos técnicas, presentandose como
alternativa a ESI y APCI en situaciones concretas. Sin embargo, APPI todavia
es una técnica poco explorada, y las aplicaciones descritas en la literatura en

las que se utiliza esta técnica son limitadas.
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+Interfase de electrospray (ESI)

El uso de electrospray como interfase de acoplamiento al espectrometro
de masas fue descrito por primera vez por Dole y col. entre finales de los
sesenta y principios de los setenta [6,7]. Estos estudios fueron continuados por
Yamashita y Fenn [8,9], culminando con la introduccion de esta interfase en un
equipo LC-MS por Whitehouse y col. [10] en 1985, utilizando flujos del orden de
pML/min. La idea de Bruins y sus colaboradores de incorporar una corriente de
gas para ayudar en la formacién del spray (electrospray pneumaticamente
asistido), denominado ionspray [11], supuso un gran avance, ya que permitio la

introduccion de flujos mayores, del orden de 200uL/min.

Principio de ESI

La evaporacion e ionizacidon del analito a presion atmosférica se
producen simultaneamente. La explicacion de estos procesos por separado

pretende unicamente permitir un orden en su descripcion.

La muestra liquida se introduce a través de un capilar al que se aplica un
voltaje elevado (generalmente, 2-5 kV). Bajo la influencia del campo eléctrico
creado, los iones de la misma polaridad migran hacia el extremo del capilar,
donde el liquido comienza a formar un cono (cono de Taylor) a partir del que se
generan pequefias gotas altamente cargadas. Para permitir la formacion de un
spray estable a flujos de 50-200uL/min, la nebulizacion es asistida con una
corriente coaxial de nitrégeno (gas de nebulizacién). A medida que avanzan a
lo largo de la fuente, las gotas se van haciendo mas pequefias debido a la
evaporacion del disolvente, aumentando el numero de cargas por superficie.
Cuando las fuerzas Coulombicas debidas al exceso de cargas superan las
fuerzas de cohesion debido a la tensién superficial (limite de Rayleigh), se
produce la fisibn de las gotas. Este proceso de inestabilidad se repite
sucesivamente, llevando a la formacion de gotas muy pequefas (3-10nm)

altamente cargadas.

En cuanto al proceso de ionizacion del analito en fase gaseosa, tanto el

modelo propuesto por el grupo de Dole (modelo de cargas residuales) [12,13]
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como el propuesto por Iribarne y Thomson (modelo de evaporacion de iones)
[14,15] permiten explicar el proceso, si bien la segunda teoria es la mas
aceptada por la comunidad cientifica. En el primer caso se propone que la
formacion de los iones en fase gaseosa se produce por desorcion de las
moléculas de analito cargadas desde la superficie de la gota, mientras que en
el segundo modelo se cree que es debido a la emision directa de los iones de
analito preformado desde la gota. Un modelo alternativo, descrito por Siu y col.,
propone que los iones en fase gaseosa se producen directamente en la punta

del capilar, sin embargo esta teoria ha sido mas discutida.

Ademas de este mecanismo principal de ionizacién, pueden producirse
interacciones entre iones de solvente y de analito en fase gaseosa que afecten
a la respuesta obtenida [16,17,18]. Estas reacciones se producen
generalmente mediante transferencia de protones, y ocurren cuando se invierte
el orden de basicidad en el estado gaseoso con respecto al que existia en el
liquido [17]. Asi, puede producirse la ionizacibn de moléculas que se han
evaporado en estado neutro o, incluso, puede producirse la supresion de la
respuesta en presencia de un disolvente que tenga mayor basicidad que la del

analito en fase gaseosa.

La interfase ESI puede considerarse una celda electrolitica [19,20]. La
separacion electroforética de las cargas da lugar a un exceso de cargas en la
punta del capilar. El balance de cargas se obtiene mediante la oxidacion
electroquimica en la punta del capilar (en modo positivo) y la reduccién en el
electrodo opuesto (cono de muestreo). La oxidacion electroquimica puede
generar en algunos casos la ionizacién de analitos neutros, comportandose en
este caso como un verdadero mecanismo de ionizacién, mas que mecanismo

de transporte de iones en fase gaseosa.

En ESI se puede trabajar en modo positivo o negativo (ESI+ 6 ESI-), en
funcién de la polaridad del voltaje aplicado en el capilar. Ademas del ion
pseudomolecular, la presencia de ciertas especies ionicas procedentes del
material de laboratorio (generalmente, cationes Na) o del solvente puede dar
lugar a la formacion de aductos. Asi, al trabajar en modo positivo es frecuente

encontrarse aductos de Na, K o aductos del disolvente, y en modo negativo,
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aductos formiato o acetato. La formacién de estos aductos debe evitarse en el
analisis cuantitativo, ya que son uniones dificiles de romper y la sefial

producida es poco reproducible [21,22].
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Figura 7. Proceso de evaporacion/ionizacion mediante ESI

La respuesta originada en ESI depende en gran medida de la naturaleza
del compuesto a analizar. ESI permite el analisis de compuestos desde
moderadamente apolares a polares. Una de las sus principales aplicaciones es
el andlisis de biomoléculas polares, de alto peso molecular y termolabiles,
como péptidos y proteinas, dificilmente analizables con otras técnicas. Estos
compuestos poseen varios grupos basicos o acidos, pudiendo adquirir multiples
cargas en el proceso de ionizacion por electrospray. Teniendo en cuenta que la
deteccidn en espectrometria de masas se basa en la relacién m/z, este hecho
posibilita el analisis de moléculas de alto peso molecular que, de otra forma, se

encontrarian fuera del rango de masas del analizador.

La composicidn de la fase movil tiene también importante influencia en la
senal obtenida. En ESI, el pH de la fase moévil debe favorecer la ionizacion del
analito. Para ello, normalmente se afiade acido formico o acético, o un tampén
como formiato o acetato amonico. Es importante que el tampodn utilizado a

estos efectos sea volatil, para evitar su depdsito en la fuente durante la
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evaporacioén/ionizacion. Ademas, su concentracion debe mantenerse lo mas
baja posible, ya que sino podria competir con el analito en la ionizacion, y

reducir su respuesta [23].

A diferencia de lo que ocurre con otras interfases LC-MS, la respuesta
originada en ESI es concentracion-dependiente, de forma que la sensibilidad
esta mas relacionada con la concentracion de analito que con la cantidad por
unidad de tiempo (velocidad de flujo). Esto ha permitido la miniaturizacion de la
técnica sin pérdida de sensibilidad, llevando al desarrollo de las denominadas
interfases nano-ESI. Se cree que el mayor rendimiento obtenido a menor flujo
se debe fundamentalmente a que el tamafo de las gotas formadas en el
electrospray es menor, llevando a una evaporacién mas rapida de las mismas
[24]; ademas, el capilar puede situarse mas cerca del orificio de muestreo, con
lo que entrara mayor cantidad de analito hacia el masas. La principal aplicacion
de nano-ESI es la reduccién de la muestra consumida en el andlisis de

proteinas mediante electrospray MS [25].

+Interfase de ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI)

A principios de la década de los setenta, Horning y col. introducen las
primeras propuestas en el acoplamiento de LC-MS mediante APCI [26]. A
finales de los setenta y principios de los ochenta, los estudios de Kambara y
Sakairi [27,28,29] dieron lugar a la comercializacion de un equipo LC-APCI-MS
que fue ampliamente utilizado en Japdén, aunque no disfruté de un gran
reconocimiento fuera de sus fronteras. Paralelamente, el grupo de Henion
demuestra de nuevo la utilidad de APCI, utilizando una interfase direct liquid
introduction (DLI) en combinacién con una camara caliente de desolvatacién
[30], posteriormente mejorada por Covey y col. [12] con la incorporacion de

nitrdgeno para asistir la nebulizacion (make-up gas).

Principio de APCI

En APCI, a diferencia de lo que ocurre en ESI, el proceso de

evaporacion y la ionizacion constituyen dos etapas distintas.
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El efluente que procede de la columna cromatografica se introduce en la
region de ionizacion a través de un capilar sometido a 400-500°C. Las altas
temperaturas aplicadas y la accién de una corriente coaxial de nitrégeno
provocan la nebulizacion y rapida evaporacién del disolvente. A la salida del
capilar, un electrodo produce una descarga en corona (2-5kV) que origina la
ionizacion de las moléculas de disolvente, nitrdgeno y oxigeno en fase
gaseosa. El exceso de iones a presion atmosférica actua como agente reactivo
en la ionizacidén quimica del analito, que se produce por la captacion o cesién
de un protdn, segun se trabaje en modo positivo 0 negativo, respectivamente,
cuando la afinidad del analito con respecto a la de los compuestos de la fase
movil favorezca el proceso. También puede producirse la ionizaciéon por

transferencia de cargas.
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Figura 8. Proceso de evaporacion e ionizacion mediante APCI
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En cuanto a la naturaleza de los compuestos analizados, APCI es mas
adecuada para moléculas de baja polaridad (mas que ESI) y peso molecular
(generalmente inferior a 1000amu), ya que los analitos deben volatilizarse para
que se produzca la ionizacién en la fase gaseosa. A pesar de que la presencia
del elevado flujo de nitrégeno minimiza la posibilidad de degradacién térmica
por las altas temperaturas en el capilar, debe tenerse precaucion en el analisis

de compuestos termolabiles [21].

A diferencia de ESI, el pH de la fase mévil debe permitir el estado neutro
de los analitos, de forma que se favorezca su volatilizacion [21]. APCI permite
utilizar flujos mayores que los empleados en ESI (del orden de 1mL/min). Esta
interfase es menos susceptible al efecto matriz [31,32] y, en caso de que se

produzca, suele dar lugar al aumento de la sefial [22].

Tanto ESI como APCI son las interfases que se han usado en la gran
mayoria de las aplicaciones de LC-MS, si bien la utilizaciéon de la primera es
mucho mas frecuente [33]. En general, la utilizacion de una u otra interfase se
basa principalmente en el compuesto y condiciones experimentales empleadas.
En cualquier caso, no hay reglas en cuanto a la seleccién, excepto para
péptidos y proteinas, para las que la ESI da mejores resultados. APCIl y ESI
son meétodos complementarios, ampliando la cobertura de compuestos a

analizar.
4.2.2. Analizadores de masas

Una vez formados, los iones son transferidos al analizador, donde se

lleva a cabo su separacion en funcion de su relacion masa/carga (m/z).

Existe diferentes tipos de analizadores: cuadrupolos, trampa de iones,
tiempo de vuelo, sectores magnéticos, transformador de Fourier-ICR. Una
caracteristica comun a todos ellos es la necesidad de trabajar en condiciones
de muy baja presion (<10 Torr), y la separacién de los iones se realiza en fase
gaseosa en funcion de su relacién masa/carga (m/z). Sin embargo, difieren en

los medios empleados para llevar a cabo la separacidon, haciendo variar la
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sensibilidad y la informacion suministrada por cada uno de ellos en cuanto a la

resolucion de masas, la precision, el rango de masas y la velocidad de scan.

o0 La resolucion es una medida de la capacidad de un analizador
para separar dos iones adyacentes.

0 La precision es la capacidad para determinar la masa de un ion
de forma exacta, en funcién de la masa teorica calculada a partir
de su composicion elemental. Este parametro esta intimamente
relacionado con la capacidad de resolucién del analizador.

o El rango de masas es el intervalo de m/z que el analizador es
capaz de transmitir al detector, y viene determinado por su
configuracion.

o La velocidad de scan viene dada por el nUumero de veces que
puede adquirir el espectro de un ion por unidad de tiempo. Este
parametro va a afectar a la cantidad de puntos de adquisicién
para un pico cromatografico de una anchura determinada, es

decir, a la calidad en la definicion del pico.

De esta forma, la seleccion de un tipo de analizador u otro dependera de
los requerimientos en cuanto a los parametros anteriormente citados para la

aplicacion a la que pretende destinarse, asi como del presupuesto disponible.

+Cuadrupolo

Es el analizador mas versatil y el mas utilizado debido a su facilidad de
uso y su precio relativamente econdémico, unido al hecho de que ofrece un

buen compromiso entre el rango de masas, resolucion y precision.

Consiste en cuatro rodillos circulares (o hiperbdlicos) dispuestos en
paralelo dos a dos en torno a un eje central. A cada una de los rodillos se le
aplica una corriente continua (DC), de forma que los rodillos opuestos
presenten una misma polaridad: un par con voltaje positivo, y el otro, con

voltaje negativo.

Mediante la aplicacion de dos campos eléctricos, DC y un potencial de

radiofrecuencia (RF), los iones que entran en el cuadrupolo comienzan a
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oscilar en un plano perpendicular a la longitud de los rodillos, de forma que
para una combinacion de DC y RF dada, solo los iones con una determinada
relacion m/z presentaran una trayectoria estable, y podran atravesar el
cuadrupolo sin chocar contra sus paredes hasta llegar al detector. Creando una
rampa de combinaciones de estos voltajes DC y RF (manteniendo DC/RF
constante), se consigue que un rango determinado de masas (m/z) llegue hasta

el detector.

Detector

ion resonante

ion no resonante

Fuente

Figura 9. Dibujo esquematico del principio de funcionamiento de un cuadrupolo.

Cuando se hace un barrido comprendiendo un rango de masas, se dice
que se trabaja en modo scan. La maxima sensibilidad y presision se obtiene
trabajando en modo SIM (selected ion monitoring), que consiste en la seleccidn
de una (o varias) combinacién concreta de DC y RF para la que so6lo los iones
con unos determinados valores de m/z atraviesen el cuadrupolo. La posibilidad
de trabajar en este modo selectivo es la razén de que sea uno de los
analizadores mas utilizado con fines cuantitativos. En cuadrupolo se trabaja
generalmente a unit-mass-resolution, es decir, es capaz de diferenciar entre

dos masas que difieren al menos en 1Da.
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Ademas de utilizarse en el analisis de masas, en muchos equipos se
utilizan cuadrupolos (hexapolos, octopolos) al que sélo se aplica el voltaje RF
para focalizar los iones en su transferencia desde las regiones de presion

decreciente hasta analizador.

+Trampadeiones (IT)

Consiste en un electrodo circular sometido a un potencial RF, por
encima y debajo del cual se situan 2 electrodos hemisféricos perforados, por
los que los iones entran y salen de la trampa (end-caps). Los iones son
transmitidos desde la fuente de ionizacion por pulsos y atrapados en la trampa
donde, por accion del RF, adquieren una frecuencia de oscilaciéon que
dependera de su relacion m/z. En el interior de la trampa, la presencia de un
gas (generalmente He) hace que los iones se situen en el centro, lo que evita la
pérdida de iones por colision con los electrodos, y mejora la resolucién, ya que
limita la distribucion espacial de los iones. Para hacer un barrido de un rango

de masas, se modifica la amplitud del voltaje RF.

+Tiempo de vuelo (TOF)

Los iones son acelerados con un voltaje hacia un “tubo de vuelo”. La
separacion de los iones se basa en el tiempo necesario para recorrer la
longitud del tubo, que dependera de su relacién m/z. Los TOF lineales no
permitian obtener una buena resolucién debido principalmente a la energia de
dispersion de los iones cuando abandonan la fuente. Este efecto se corrigid
mediante una disposicion ortogonal del tubo, y la introduccién en el punto
intermedio de un una serie de lentes sometidas a diferentes voltajes
(“reflectrén”), que da lugar a una compensacioén de la dispersién inicial. De esta
manera, este analizador presenta excelente resolucion. Ademas, tedricamente
no tiene limite en el rango de masas a analizar. Este tipo de analizador solo

puede operar en modo scan.

+Fourier Transform-lon Ciclotron Resonance (FT-ICR)

Es un analizador de tipo “trampa”, que consiste en una celda cubica

formada por dos platos paralelos de entrada y salida, dos de excitacién y dos
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receptores. La celda esta sometida a un elevado campo magnético que
provoca un movimiento circular de los iones perpendicular a la direccién de
dicho campo magnético (movimiento ciclotron), cuyo radio es inversamente
proporcional a su m/z. Los iones en el interior de la celda son excitados
mediante un pulso de radiofrecuencia, que origina un aumento en el radio del
circulo descrito. Cuando los iones excitados pasan cerca de los platos
receptores generan una corriente eléctrica (llamada “image” current) que es
detectada. A diferencia del resto de los analizadores, la deteccion de los iones
en FT-ICR no es destructiva, por lo que pueden ser medidos repetidamente,

con el consiguiente aumento de sensibilidad
+Sector magnético

Los iones son acelerados con un voltaje V hacia un campo magnético B,
bajo cuya influencia adquieren un movimiento circular. El radio de curvatura
descrita por un ion viene determinado por B, V y su relacién m/z. A un valor fijo
de B (y V), los iones de una determinada m/z se detectan por un detector
colocado en una posicion fija. Haciendo una rampa mediante la variacion de B

(V constante), los iones de distinta m/z pueden ser detectados.

Los procesos de ionizacion dan lugar a una dispersion en la energia
cinética de los iones en su salida de la fuente. Por ello, para mejorar la
resolucion de estos analizadores, suele incorporarse entre la fuente y el sector
magnético un analizador electrostatico que focaliza los iones a su salida de la
fuente. Estos analizadores son capaces de detectar los iones con excelente
resolucion y sensibilidad. Ademas, para reducir la energia de dispersion de los
iones y provocar su aceleracion hacia el analizador, se deben emplear voltajes
muy elevados en la fuente (generalmente, 5-8kV), lo que permite llevar a cabo
la fragmentacién de los iones en las regiones libres de campo (entre la fuente y
el primer sector, o entre los dos sectores). Sin embargo, este voltaje es
demasiado elevado para trabajar a presion atmosférica y, por ello, estos
analizadores no han desempefiado un papel importante en el desarrollo de LC-
MS.
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+Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

En un LC-MS simple la separacion de los iones se realiza empleando un
solo analizador. Como se explico anteriormente, las interfaces API producen
una ionizacidon suave, por lo que la especie predominante es el ion
pseudomolecular, sin apenas producir fragmentacion. Como se comento
anteriormente, una posibilidad en un LC-MS simple para obtener informacién
estructural y/o mejorar selectividad es inducir la fragmentacion el la region de

presion intermedia mediante CID.

Una alternativa a un LC-MS simple consiste en la combinacién en un
mismo equipo de dos analizadores, en lo que se denomina LC-MS/MS, o LC-
MS en tandem. Entre ambos analizadores se sitia una celda de colision, que
consiste en un cuadrupolo al que sélo se aplica potencial RF (permitiendo el
paso de todos los iones y su focalizacion al segundo analizador), con un gas
inerte en su interior (generalmente, argéon o helio). Cuando se aplica un
potencial a la celda de colision, se produce la aceleracion de los iones, que
entraran en colision con las moléculas del gas, permitiendo su fragmentacion

controlada.

DETECTOR 1 (MS)

@ - Q2 Q3

L] o — || J | P — 1] 1 ]
!l o EE— | | — - |
: =
\L' ! DETECTOR 2 [MS/MS)
CELDA DE
COLISION

VASID  PASND 0 Telle]

Figura. 10. Esquema de un espectrémetro de masas en tandem con triple cuadrupolo.
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La ventaja de un espectrometro de masas en tandem con respecto a la
situacion anterior, es que permite seleccionar un ion pseudomolecular (ion
padre) en el primer analizador (M1), provocar su fragmentacion en la celda de
colisién, y seleccionar el fragmento originado (ion hijo) en el segundo
analizador (M2). Esta posibilidad se traduce en la disminucion del ruido de
fondo con respecto al que se produce en un LC-MS simple y, por tanto, en un
aumento de la sensibilidad (s), y en un aumento de la selectividad, ya que el
fragmento monitorizado en el M2 procedera necesariamente del ion padre

seleccionado en el primer M1.

Ademas de esta ventaja, en un MS/MS cada uno de los analizadores
puede operar en modo scan o SIM dando lugar, en su combinacion, a distintos
modos de trabajo, que permite adquirir informacion util que no es posible de
obtener empleando un LC-MS simple. Los distintos modos de trabajo en un

MS/MS son los siguientes:

e Multiple Reaction Monitoring (MRM): los dos analizadores trabajan

en modo SIM. En M1 se selecciona una determinada m/z, se
provoca su fragmentacion en la celda de colision, y un
determinado ion hijo se monitoriza en M2. A cada combinacion ion
padre/ion hijo concreto se le denomina transicion. En un método
MRM se pueden monitorizar varias transiciones. Este modo se
emplea para realizar analisis cuantitativos, aportando la maxima
sensibilidad y selectividad en la determinacion de compuestos
conocidos.

e Daughter _ion scan (scan de iones hijo): en M1 se selecciona un

m/z determinado (ion precursor), se fragmenta, y en M2 se hace
un barrido de todos los fragmentos (iones hijo) originados. Se
emplea para determinar los iones hijo que se utilizaran para crear
las transiciones MRM, y para optimizar el voltaje en la celda de
colision con la que obtener la mejor sefial para un determinado ion
hijo.

e Precursor _ion _scan (scan de iones precursores): M1 hace un

barrido de todas las m/z, se provoca la fragmentacién, y se
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selecciona sélo un determinado ion hijo en M2. Permite hacer un
barrido de compuestos que tienen un fragmento comun, por
ejemplo, los metabolitos de un determinado compuesto.

e Neutral loss scan (scan de fragmento neutro): ambos analizadores

trabajan en scan de forma sincronizada, de forma que cuando M1
transmite un determinado ion padre, M2 “busca” si se ha perdido
un fragmento neutro concreto. El espectro muestra todos los iones
padres que han perdido ese determinado fragmento (compuestos
que siguen un mismo patron de fragmentacion). También es util en

estudios metabdlicos.

Tradicionalmente, los 2 analizadores empleados en MS/MS han sido los
cuadrupolos. Sin embargo, también pueden combinarse otros analizadores, o
utilizarse combinaciones hibridas (QTOF, QIT, IT-FTICR). Ademas, algunos
analizadores (IT o FT-ICR) permiten realizar analisis en MS/MS con un solo
analizador, seleccionando una determinada m/z y expulsando al resto de los
iones del analizador, y provocando, posteriormente, su fragmentacion vy
transmision del ion hijo al detector (es lo que se denomina “MS/MS en tiempo”,
a diferencia de “MSMS en espacio”, que hace referencia a la utilizacion de dos
analizadores). “MS/MS en tiempo” no permite trabajar en los modos de neutral

loss scan ni precursor ion scan.

4.2.3. Detectores

Para poder ser detectados, los iones son transformados después de su

separacion en una sefal eléctrica medible que, posteriormente, es digitalizada.
+Multiplicador de electrones

Es el sistema de deteccion empleado con mas frecuencia. Los iones son
transformados en electrones por un electrodo dinodo, y se recoge la senal
eléctrica producida. Esta sefal puede amplificarse mediante la utilizacion de
varios dinodos sometidos a un potencial creciente, de forma que los electrones

producidos al chocar con el primer dinodo son multiplicados sucesivamente por
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los siguientes. También puede emplearse un dinodo con forma de cuerno, en el
cual la amplificacion se produce por los sucesivos choques contra las paredes.

En ambos caso, la cascada de electrones multiplica la sefial por 10°-10".
+Fotomultiplicador

En este caso, los electrones producidos por el dinodo se transforman en
fotones mediante una pantalla de fésforo. Estos fotones se transforman en
electrones al chocar con un fotocatodo a la entrada del fotomultiplicador, y la
sefal es amplificada en su interior. Su ventaja es que, al estar sellado en cristal
y sometido a vacio, se previene su contaminacion y mantienen un buen

funcionamiento durante mas tiempo.

electrones

Comvension Dynode
dinodo

| @F[\MIHQ“I-NM
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|'.| { Eleciron Nukigliar Fotomultiplicador
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Gurrent |s measured

FI
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Multiplicador de electrones Fotomultiplicador

Figura 11. Dibujo representativo del funcionamiento del multiplicador de electrones y del fotomultiplicador.

4.3- APLICACIONES DE LC-API-MS EN EL CAMPO DE LA TOXICOLOGIA
4.3.1. LC-API-MS como técnica de confirmacién y cuantificacion

Los resultados positivos obtenidos tras el screening toxicolégico general
deben ser, en algunas circunstancias, confirmados y cuantificados con una
técnica sensible y con el mayor grado de fiabilidad [34]. Tradicionalmente, la
técnica de referencia utilizada con este fin ha sido GC-MS, debido al alto poder

de resolucion de la GC, unido a la gran sensibilidad y especificidad aportada
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por la espectrometria de masas [35]. Sin embargo, esta técnica presenta
dificultad en el analisis de sustancias con alto peso molecular y no volatiles, y la
necesidad de llevar a cabo procedimientos de derivatizacion especificos en el

caso de ciertas de sustancias polares y termolabiles.

El uso comun de LC-MS(MS) por la industria farmacéutica, asi como el
extenso numero de publicaciones en las que se utilizaba esta técnica en el
analisis de moléculas relativamente pequenas, tanto para su determinacién
cualitativa como cuantitativa desde afos atras, llevd a pesar en la gran

herramienta analitica que podria constituir en el campo de la toxicologia [33].

En los laboratorios de toxicologia su utilizacion, en un principio, se centro
fundamentalmente en el analisis de compuestos que no podian ser
determinados mediante GC-MS [33]. En las dos ultimas décadas, la constante
introduccién de mejoras en la instrumentacion ha dado lugar a la disponibilidad
de equipos LC-API-MS robustos y de menor coste. Este hecho ha dado lugar a
la expansion de las aplicaciones a las que se destina actualmente esta técnica

en el campo de la toxicologia.

Actualmente, se puede encontrar en la bibliografia aplicaciones con LC-
MS para la determinacion de las principales sustancias de relevancia desde el
punto de vista toxicoldgico en diferentes fluidos biologicos o tejidos. Ademas,
permite obtener la misma sensibilidad, e incluso mejor, que GC-MS, con la
ventaja de requerir una preparacion de la muestra mas simple en el analisis de
ciertos compuestos. Estas aplicaciones en el campo de la toxicologia han sido

objeto de revisiones publicadas por diferentes autores [33,34,35,37,38].

Se han descrito métodos analiticos para la determinacion de
practicamente todo tipo de sustancias de abuso y sus metabolitos, incluyendo
opiaceos y opioides, cocaina, anfetamina y derivados, cannabiniodes y LSD.
También se ha utilizado esta técnica en la determinacion de farmacos de
interés toxicolégico por su frecuente implicacién en suicidios (o tentativas),
como benzodiacepinas y antidepresivos, asi como farmacos que requieren la
monitorizacion de sus niveles plasmaticos debido a su potencial toxicidad y

estrecho margen terapéutico (glicosidos cardiotoxicos, antipsicoticos como litio,
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antidepresivos triciclicos), y agentes dopantes. También se han desarrollado

métodos analiticos para llevar a cabo estudios farmacocinéticos y metabdlicos.

La principal ventaja de LC-MS es la posibilidad de determinar sustancias
termolabiles (ej. LSD, metabolitos de la cocaina como el 6xido de N-cocaina),
asi como el analisis directo de ciertos compuestos polares (ej. principales
metabolitos de estas sustancias, anfetaminas) sin necesidad de llevar a cabo la
derivatizacion y/o hidrélisis previa (glucurénidos), necesaria para poder ser
determinados con GC-MS. De esta forma, LC-MS se presenta en estos casos

como la alternativa de eleccion.

Otra importante aplicacion de LC-MS(MS) es el analisis de muestras
alternativas. Aunque plasma y orina son las muestras mas frecuentes en el
analisis toxicoldgico, en los ultimos afios ha aumentado el interés por el analisis
de otras muestras biolégicas como pelo, fluido oral, sudor, meconio, ya que son
menos invasivas, su recoleccion es mas sencilla y, como es supervisada, son
mas dificiles de adulterar [39,40]. Sin embargo, una de sus principales
desventajas es que el volumen o cantidad de estas muestras suele ser limitado,

siendo necesario disponer de técnicas de gran sensibilidad.

Estas matrices constituyen la alternativa de eleccion en ciertos casos
concretos. Aplicaciones de especial interés son las determinaciones en pelo en
casos sumisién quimica [41,42,43], agresiones (violaciones, robos,...) en las
que estuvo implicado el uso de algun tdxico, ya que son situaciones dificiles de
probar debido a las bajas cantidades de droga utilizadas en estos casos;
ademas, las victimas generalmente informan del ataque varios dias después vy,
para entonces, la droga ya ha sido eliminada del organismo. Sin embargo,
estas sustancias y sus metabolitos pueden detectarse en el pelo, ya que
permanecen en él inalteradas. También se han descrito aplicaciones en fluido
oral [44,45], de gran utilidad para detectar el consumo de drogas en el lugar de
trabajo, en prisiones y en el ambito del trafico rodado. En este sentido, el uso
de esta matriz para detectar la conduccién bajo la influencia de drogas ha sido
una de los principales objetivos del proyecto europeo ROSITA (ROad Slte Test
Assesment), en el que nuestro grupo estuvo participando en representacion

espafola, llevando a cabo la confirmacion de los resultados mediante esta
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técnica [46,47]. El uso de LC-MS también ha probado su utilidad en al analisis
de meconio [48,49], ya que este espécimen permite detectar el abuso de
drogas durante el embarazo aproximadamente desde las ultimas 20 semanas

de gestacion.

LC-MS ha permitido ademas la simplificacion en la preparacién de la
muestra. Aun asi, su tratamiento no se puede obviar totalmente debido a la
posibilidad de que ciertas sustancias enddgenas o exdégenas presentes en ella
den lugar a la supresiéon o aumento aleatorio de la senal (efecto matriz). Sin
embargo, LC-MS ha contribuido de forma significativa a la automatizacion y a la
reduccion del tiempo de andlisis (“high through-put”) gracias a la posibilidad de
integrar procedimientos de tratamiento de la muestra “on-line”, como el uso de
columnas de extraccion con rellenos especiales (soportes monoliticos, large
particle size, resticted access media) [50,51,52] e, incluso, sistemas completos

de extraccion en fase sélida [53,54,55].
4.3.2. LC-API-MS como técnica de screening general

GC-MS continua siendo la técnica de referencia en el analisis
toxicolégico sistematico debido, fundamentalmente, a su gran sensibilidad y a
la disponibilidad de extensas librerias con los espectros de masas
estandarizados para una gran cantidad de compuestos, obtenidos mediante
impacto electronico [56]. Se dispone, incluso, de librerias especializadas en

farmacos, toxicos y metales.

El interés en la utilizacion de LC-MS(MS) es, como ya se comento
anteriormente, aumentar el rango de compuestos detectables por
espectrometria de masas. El principal obstaculo de esta técnica en el analisis
toxicoloégico sistematico es la dificultad en la elaboracion de librerias de
espectros estandarizados, ya que las interfases APl no son compatibles con la
reproducible técnica de IE. Ademas, producen una ionizacién suave, dando
lugar, principalmente, a la formacion del ion pseudomolecular. Aun asi, es
posible obtener mayor informacion estructural induciendo fragmentacion en la

region intermedia mediante CID en un masas simple, o en la celda de colision
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con un masas en tandem, confiriendo gran sensibilidad y especificidad si se
trabaja en SIM o0 MRM.

Se han desarrollado métodos analiticos para hacer un screening de
sustancias sospechadas, mediante la inclusiéon de un elevado numero de
compuestos, pero la necesidad de disminuir el tiempo de scan de cada
sustancia (dwell time), hace que exista un limite en el numero de compuestos a
analizar [57]. También se ha descrito la utilizacion de un método en modo MRM
para la monitorizacion de un gran numero de compuestos, empleando lo que se
conoce con el nombre de “survey scan” [58]. Cuando uno de los compuestos
monitorizados alcanza un umbral establecido, es seleccionado
automaticamente para llevar a cabo su fragmentacién a diferentes voltajes. El
principal inconveniente de esta técnica es la necesidad de establecer un umbral
de deteccion, ya que el ruido de fondo en muestras reales es alto y muy

variable.

Se han empleado varias técnicas para la elaboracién de librerias con los
espectros de los principales compuestos de interés toxicoldégico para la
utilizacién de LC-MS en el screening general. Una de estas técnicas consiste
en la obtencién de informacion estructural mediante la induccion de la
fragmentacioén (CID) a diferentes voltajes de cono, tanto en modo positivo como
en negativo [59,60,61]. Otra alternativa que suministra mayor especificidad es
la utilizada en un espectrémetro de masas en tandem por el grupo de Marquet
[62] y el de Decaestecker [63], empleando una técnica denominada
“adquisicion dependiente de la informacion”. Consiste en la utilizacion del modo

“survey scan”, haciendo inicialmente un full scan en M1.

A pesar de estas interesantes aproximaciones, el principal inconveniente
en la expansion de las librerias de LC-MS para el analisis toxicolégico
sistematico es la importante variabilidad en los espectros obtenidos con
distintos equipos. Asi, a pesar de su gran utilidad como complemento de GC-
MS, todavia se requiere un mayor grado de experimentacién para llegar a ser

considerada como técnica de referencia en el screening general.
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Justificacién y objetivos

Entre las pautas que un laboratorio de Toxicologia debe ejecutar figura
la de complementar los informes necesarios que tanto a nivel clinico como
forense son necesarios para un diagnéstico correcto de una intoxicacion o una
muerte. Como es ldgico, estas pautas deben de tener en primer lugar un rigor
inexcusable, y por otra deben de estar basadas en las necesidades de
demanda al Laboratorio. En este sentido todo laboratorio complementario en
estos ambitos, debe de atender a las necesidades que marcan los estudios
epidemiolégicos, y este es uno de los retos de este trabajo. Los tipos de
compuestos que llegan a los Servicios de urgencia o unidades de vigilancia
intensiva son uno de los elementos clave para disefiar estrategias para su
deteccidn; los nuevos antidepresivos no son una excepcion a este problema, y
en los ultimos cinco afios, la presencia de los antidepresivos y los nuevos SSRI
como implicados en casos clinicos y forenses ha hecho necesario su atencion
por parte del laboratorio, sin que por ello se dejaran de atender otros tipos de
compuestos. Por otro lado la necesidad de una monitorizacion terapéutica ha
originado que desde los Laboratorios de Toxicologia se adaptasen los métodos
para que se pudiera abordar otra parte complementaria a una valoracion mas

terapéutica que téxica, pero a todas luces interesante para el clinico.

Todos estos aspectos han contribuido al disefio del presente trabajo,
realizado basicamente con una doble finalidad: clinica y médico-legal. Pero,
ademas, teniendo presente que en muchas ocasiones no se conoce la
naturaleza del compuesto implicado, se hace necesario intentar desarrollar un
procedimiento que los detecte y cuantifigue a la vez. Esto exige, ademas, la
utilizacion de nuevas técnicas instrumentales que compaginen una buena
especificidad con una buena sensibilidad. En otros apartados de la memoria
hemos destacado ya las relaciones entre las concentraciones plasmaticas y la
eficacia clinica de estos compuestos, indicando algunas lagunas e
incertidumbres. Todo ello nos ha conducido al desarrollo experimental de la
presente memoria, con la utilizacion de la cromatografia de liquidos de alta
resolucién acoplada a la espectrometria de masas, técnica que constituye a
partir de los afios 90 un importante desafio en el &mbito de la Toxicologia, pero
sobre todo de una importante ayuda para resolver los problemas de

especificidad y sensibilidad a los que aludiamos. Esta técnica nos ha permitido
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abordar el problema con una visibn de extenderlo al mayor numero de
compuestos posibles, dentro de este grupo farmacoldgico, aplicandolo a 13
compuestos de gran incidencia en las intoxicaciones por este tipo de

compuestos.

Sin embargo no hemos querido abordar el problema solo desde el punto
de vista meramente analitico. Este, ya de por si complejo, no ha sido el tnico
objetivo que hemos intentado cumplir en el trabajo. La utilizacion de matrices
alternativas constituye otro reto al que debemos de hacer frente, y asi es como
llegamos a plantear la utilizacién del fluido oral como una matriz a valorar en
cuanto a su aplicacibn en el diagnéstico clinico y en la monitorizacién
terapéutica. Los avances en el uso de matrices alternativas para la valoracion
del consumo reciente de agentes exdgenos son de notoria relevancia en el
caso de las drogas de abuso, como esta bien documentado. A pesar de esto,
su aplicacion en el caso de los antidepresivos u otros farmacos es un poco mas
complejo, y sobre todo desconocido, por lo que constituye un tema a resolver.
Las interpretaciones que se pueden llevar a cabo con el fluido oral y su
correlacion con la sangre, y por ende, con el estado clinico del paciente, han
constituido uno de los objetivos y por tanto una justificaciéon muy relevante del

presente trabajo.

Estimamos por tanto que son dos las vertientes en las que se basa la
presente memoria; la primera un disefio coherente de una metodologia
analitica que, inequivocamente, nos permite conocer con absoluta seguridad
gué compuesto o compuestos estan implicados en el caso, y en que niveles de
concentracion; esto ha requerido la aplicacién de una instrumentacion idénea a
tal fin, y asumir el obligado cumplimiento de criterios analiticos validados y que
estan contrastados a nivel internacional. Estos criterios han sido aplicados con
rigor, resolviendo todos aquellos escollos que supone aplicarlo a una mezcla de
13 componentes con sus respectivos patrones internos. En segundo término
intentar proponer una interpretacion coherente de los resultados obtenidos en
la aplicacion a casos reales en los que dispusimos de matrices alternativas, y
lograr un uso adecuado de la informacion para resolver los problemas que

hemos planteado, y que se pueden producir en la casuistica global; esto es,
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incumplimientos en la prescripcion, aplicacion a poblaciones especiales (nifios,
ancianos, metabolizadores rapidos, lentos etc.), pacientes polimedicados,

automedicados o cambios en el tratamiento.
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Parte experimental 1

6.1. INSTRUMENTACION

6.1.1. Sistema cromatografico

Se emple6 un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC)
Alliance HT, Waters 2795 Separation Module, compuesto de una bomba
cuaternaria, un sistema desgasificador de membrana, un inyector automatico
con capacidad de refrigeracion hasta 4°C y un sistema independiente de lavado
de la aguja de inyeccion. El sistema cromatogréafico esta provisto de un horno

de columna Waters Alliance Series Column Heater/Cooler.

6.1.2. Sistema de deteccion

El sistema de deteccion utilizado fue un espectrometro de masas en

tandem Quattro Micro API (Micromass, Waters Corporation).

Figura 12. Fotografia del equipo empleado en el desarrollo de la metodologia analitica
para la determinacion de antidepresivos (cromatografo de liquidos y espectrometro de
masas en tandem).

Las caracteristicas del equipo son las siguientes:

- Sonda ESCI, donde se combina simultdneamente ESI y APCI.

- Sistema de introduccion ortogonal de la muestra Z-spray.
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- Los analizadores en tandem son dos cuadrupolos, y la celda de colisién

un hexapolo.

- El gas de nebulizacion y desolvatacion empleado es Ny, y el gas de
colision es argon.

El espectrometro utiliza una bomba rotatoria de vacio Edwars E2M28.

El sistema informatico utilizado es un ordenador IBM Think Center con
sistema operativo Windows XP, dotado de un software de manejo y
comunicacion del sistema LC-MS/MS Masslynx NT 4.0 (Micromass, Waters
Corporation) y el software de cuantificacion Quanlynx 4.0 (Micromass, Waters
Corporation).

6.1.3. Sistema de extraccion de la muestra

Se utilizo el sistema automatico de SPE ASPEC XL (Wilson, Middleton,
USA) como dispensador para el acondicionamiento previo de las muestras, asi

como para la posterior SPE.

Figura 13. Sistema de SPE automatico ASPEC XL (Gilson) empleado en la extraccién de las
muestras de plasma y saliva.
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El equipo se compone de un sistema de bombeo 420, dotado de dos
jeringas de distinta capacidad (10 y 1mL) conectadas en “T”, y una bandeja que
consta de un brazo vertical movil para el desplazamiento de la aguja, un rack
para el almacenamiento de los disolventes con capacidad para 4 botellas, 4
puertos de transferencia para la dispensacion de otros liquidos (generalmente,
se emplea para la adicion de volimenes superiores de disoluciones con mayor
contenido acuoso que los del rack de disolventes), dos racks de muestras y dos
racks para llevar a cabo la SPE y la posterior recoleccion de los extractos, con
formatos para la extraccion en columnas de 1 0 3cc. Los racks de muestras y
los de SPE/recoleccién estan termostatizados por medio de un médulo de

regulacion de temperatura (832 temperature regulador (Wilson)).

El sistema se controla mediante un sistema informatico compuesto de un
ordenador con procesador Intel Pentium Ill, 866MHz y 128MB de RAM (AS
Computer MacCentre), sistema operativo Windows XP Proffessional y software

735 Sampler Controller (Gilson).
6.1.4. Instrumentacion adicional para la preparacion de la muestra

- Pipetas automaticas Gilson y Eppendorf.
- Vortex Reax control (Heidolph).
- Centrifuga de sobremesa analdgica Mixtasel (J. P. Selecta).

- Evaporador de bloque metalico para 24 tubos, con suministro de N
VLM gc 1.

- Campana de extraccion.
6.1.5. Otra instrumentacion

- Balanza analitica digital BP61S (Sartorious).

- pHmetro digital Basic 20 (Crison).

- Agitador magnético HI 190M (Hamma Instruments).
- Bafio de ultrasonidos (J. P. Selecta).

- Sistema de purificacién de agua Mili-Q (Millipore).
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Camara frigorifica.

Camara de congelacion.

6.2. MATERIAL, DISOLVENTES y REACTIVOS, SUSTANCIAS PATRON Y
DISOLUCIONES

6.2.1. Material de laboratorio

Salivette® (Sarstedt), para la recoleccion de las muestras de saliva.

Botes de cristal &mbar de 1.5mL y 8mL para almacenamiento de

disoluciones patroén.

Tubos de vidrio de fondo redondo de 12mL (Pyrex).

Tubos de ensayo de fondo redondo de 12x50mm y 12x75mm.
Pipetas pasteur.

Gradillas.

Probetas de 250 y 500mL.

Matraces aforados de 100, 200, 500 y 1000mL.

Vasos de precipitados.

Viales de polipropileno 12x32mm 300uL con tapa Screw Cap Lectra
Bond PTFE/Silicone.

6.2.2. Disolventes y reactivos

Metanol grado gradiente Lichrosolv® y para andlisis (Merck).
Acetonitrilo LC-MS Lichrosolv® (Riedel-de Haen).
Diclorometano Lichrosolv® (Merck).

Isopropanol (Panreac).

Agua Mili-Q.

Acido férmico 98-100% (Merck).
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- Formiato amonico (Fluka).

- Acido acético glacial 100% (Merck).
- Acetato sodico (Merck).

- Amoniaco en solucion 25% (Merck).

- Plasma y saliva exentos de las sustancias examinadas.
6.2.3. Sustancias patron

- Amitriptilina, 2Img/mL en metanol (Cerilliant).

- Nortriptilina hidrocloruro (Sigma-Aldrich Quimica)

- Imipramina, 1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Desipramina, 1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Clomipramina, cedido por Novartis Farmaceutica, S.A.
- Norclomipramina hidrocloruro (Sigma-Aldrich Quimica).
- Fluoxetina hidrocloruro, Img/mL en metanol (Cerilliant).
- Norfluoxetina oxalato, 1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Paroxetina maleato, 1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Citalopram (Sigma-Aldrich Quimica).

- Sertralina, 1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Fluvoxamina, cedido por Solvay-Pharma, S.A.

- Venlafaxina, cedido por Wyeth-farma, S.A.

- Imipramina-d3, 0.1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Clomipramina-d3, 0.1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Paroxetina-d6 maleato, 0.1mg/mL en metanol (Cerilliant).

- Fluoxetina-d6 oxalato, 0.1mg/mL en metanol (Cerilliant).
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6.2.4. Disoluciones

6.2.4.1 Preparacién de la disolucion tampdn y disoluciones empleadas en

la extraccién

= Tampoén acetato sddico pH 3.6: en un matraz aforado se afadieron
890mL de &cido acético 0.1N y se enras6 a 1L con una disolucién de

acetato sodico 0.1N.

- Acetato sodico 0.1N: 1.64g de acetato sodico se disolvieron en agua y

se enrasaron en un matraz aforado de 200mL.

- Acido acético 0.1N: 5.7mL &cido acético se diluyeron en agua en un

matraz aforado de 1L.

= Acido formico 2%: 2mL de &cido férmico se llevaron a un matraz aforado

de 100mL y se enraso6 con agua.

= Diclorometano/isopropanol/NH3 (75:24.5:0.5): se afiadieron 24.5mL de
isopropanol y 0.5mL de NH3 a un matraz aforado de 100mL, y se

enraso con diclorometano.
6.2.4.2 Preparacion de las disoluciones madre de antidepresivos

Las disoluciones madre de los patrones adquiridos en estado solido se
elaboraron mediante la disolucién de 5mg de patron en 5mL de metanol. Las
disoluciones madre de todos los compuestos se conservaron a -20°C

protegidas de la luz durante un periodo maximo de 6 meses.

6.2.4.3 Preparacion de las disoluciones de trabajo para la elaboracién de

las rectas de calibrado

Mediante la dilucion en metanol de las disoluciones anteriores, se
prepararon disoluciones individuales de 0.1mg/mL. A partir de éstas, se elabord
diariamente una disolucion de trabajo conteniendo todos los compuestos a una
concentracion de 2ug/mL en agua, a partir de la cual se prepararon las
restantes disoluciones de trabajo necesarias para la elaboracién de la recta de

calibrado mediante sucesivas diluciones en agua. Las concentraciones de las
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disoluciones de trabajo fueron de 2, 0.4, 0.08 y 0.016ug/mL para la elaboracion

de la recta en plasma, y de 1, 0.2, 0.04 y 0.008ug/mL para la recta en saliva.

Se prepararon disoluciones individuales de 10ug/mL de cada uno de los
patrones internos mediante la dilucion en metanol de las disoluciones madre de
0.1mg/mL. A partir de éstas, se elabord diariamente la disolucién de trabajo
conteniendo todos los patrones internos a concentracion de 0.4ug/mL para el

plasmay 0.2ug/mL para la saliva.

6.3. METODOLOGIA ANALITICA
6.3.1 Preparacion de las muestras de plasmay saliva

Las muestras de plasma fueron recolectadas por personal cualificado en
tubos heparinizados y remitidas al servicio de toxicologia. Una vez alli, las
muestras se identificaron y se almacenaron a -20°C. Para su andlisis, las
muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm en tubos eppendorff, y 0.2mL de

sobrenadante se afiadieron a tubos de ensayo de 12x50mm.

Para el andlisis de las muestras remitidas, asi como para llevar a cabo el
proceso de validacion, se prepararon rectas de calibrado mediante la adicion a
0.2mL de plasma centrifugado de 25 6 50uL de las disoluciones de trabajo
necesarias para obtener los distintos niveles de concentraciéon. A todas las
muestras se les afiadié 1 mL de tampo6n acetato sédico a pH 3.6 y 50uL de
disolucion de patrén interno a 0.4pg/mL. Las rectas se construyeron con nueve
niveles de concentracion a 2, 4, 10, 20, 50, 100, 250, 500 y 1000ng/mL,
excepto en el caso de amitriptilina, norfluoxetina y fluvoxamina, siendo la
concentracion inferior de 4ng/mL para los dos primeros compuestos, y de

10ng/mL para la fluvoxamina.

La saliva se recogi6 mediante la utilizacion de Salivettes®. Estos
dispositivos constan de un algodon en el interior de un cilindro pléstico
perforado en su base que, a su vez, se encuentra contenido en un segundo
tubo plastico. La recoleccion de la saliva se efectla a través de la masticacion
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del algodon vy, posteriormente, se recupera mediante su devolucién al
contenedor plastico para su centrifugacion. Las muestras de saliva fueron

congeladas hasta su analisis.

Figura 14. A) Dispositivo para la recoleccién de saliva (Salivette®); B) Centrifugaciéon del algodén empapado
para la recuperacion posterior de la muestra.

Para la preparacion de las muestras de saliva se siguid el mismo
procedimiento que para las de plasma, a partir de 0.2mL de saliva. Las rectas
de calibrado para la determinacion de los niveles de antidepresivos y para la
validacion del método se prepararon con saliva fresca de voluntarios que no
estaban a tratamiento con los farmacos en estudio, utilizando los mismos
dispositivos que los empleados en la obtencién de las muestras reales. En este
caso, las rectas se construyeron con ocho puntos a concentraciones de 2, 4,
10, 20, 50, 100, 250 y 500ng/mL, y la concentracién de patrén interno afiadido

se disminuy6 a 0.2ug/mL.
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6.3.2 Procedimiento de extraccion

Se llevo a cabo una extraccion en fase sélida, utilizando columnas de
modo mixto Oasis® MCX de 3cc 60mg (Waters Corporation, Mildford, USA),
con un sorbente que actla simultdneamente por dos mecanismos: intercambio
catiénico y fase reversa. Para favorecer la retencion de los compuestos en
estudio a los cartuchos mediante el mecanismo de intercambio cationico y
aumentar asi la especificidad de la extraccion, éstos deben encontrarse en
forma ionizada. Para ello, las muestras fueron acondicionadas antes de su

extraccion con 1mL de tampon acetato sédico a pH 3.6.

La extraccion se llevé a cabo a partir de 0.2mL de muestra, tanto en el
caso del plasma como del fluido oral. Previamente, el sistema automatico de
SPE ASPEC XL (Gilson) se emple6 como dispensador para la adicion del
tampon acetato sodico y de 50uL de patrén interno a las concentraciones
anteriormente indicadas segun se tratase de muestras de plasma o saliva. Una
vez acondicionadas, el lote de muestras se extrajo de forma secuencial
mediante el siguiente procedimiento: los cartuchos se acondicionaron y
equilibraron con 2mL de metanol y agua antes de efectuar la adicién de las
muestras sobre las columnas de extraccion. Después de la carga de muestra,
los cartuchos se lavaron con 2mL de acido férmico 2% en agua y 2mL de
metanol y, posteriormente, se sometieron a un flujo de nitrdgeno durante cinco
minutos para su secado. Transcurrido este tiempo, los cartuchos se
desplazaron a la zona de recoleccion para llevar a cabo la elucion con 2mL de
diclorometano/isopropanol/NH3 (75:24.5:0.5).

Finalmente, los eluatos se traspasaron al evaporador termostatizado a
35°C, donde el disolvente se evaporé a seco mediante una corriente de

nitrégeno seco.

Los extractos se reconstituyeron en 100 6 200uL (segun se tratase de
plasma o saliva, respectivamente) de fase moévil al porcentaje empleado en el
cromatografo de liquidos a condiciones iniciales, de los cuales se inyectaron

20pL en modo full-loop.
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Tabla 8. Procedimiento de SPE aplicado a las muestras de plasma y saliva mediante la utilizacion del sistema automatico
de extraccion ASPEC XL.

ETAPA ASPIRADO  DISPENSADO  AIRE EMPUJADO
acondicionamiento 2mL MeOH 6mL/min 6mL/min 1mL a 6mL/min
equilibrado 2mL Agua 15mL/min 6mL/min 1mL a 6mL/min
mezcla muestra Aspirado y dispensado de 750uL de muestra a 10mL/min
Carga de muestra muestra 10mL/min 2mL/min 1mL a 6mL/min
lavado 1 2mL AF 2% 6mL/min 6mL/min 1mL a 6mL/min
lavado 2 2mL MeOH 6mL/min 6mL/min 1mL a 6mL/min
secado N2 seco durante 5 min
2mL
elucion DCM/isopropanol/NH3 6mL/min 3mL/min 3mL a 6mL/min
(75:24.5:0.5)

6.3.3 Condiciones cromatograficas

La separacion de los antidepresivos se llevo a cabo en el cromatografo
de liquidos de alta resolucién descrito anteriormente. A fin de optimizar la
resolucién y sensibilidad obtenidas, se ensayaron columnas analiticas con
distintos rellenos de fase reversa y de diferentes dimensiones (Tabla 9).
Finalmente, se selecciond una Sunfire® C18 IS (20x2.1mm, 3.5um) (Waters
Corp., Mildford, USA). Se trata de una columna de base silice, estable a
valores de pH bajo. Las siglas IS (del inglés Intelligent Speed) hacen referencia
a sus pequefias dimensiones, que posibilitan operar a altos flujos con
condiciones normales de presion y sin sacrificar la resolucion obtenida,

permitiendo reducir el tiempo empleado en el método cromatografico.
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Tabla 9. Distintas columnas analiticas ensayadas en la separacion cromatografica de los compuestos

antidepresivos.
COLUMNA RELLENO Long. x I, tamafio de
particula
XTerra® RP18 Hibrido C18 con grupo polar embebido 150 x 2.1mm, 5um
XTerra® MS C18 Hibrido C18 con ligando trifuncional 100 x 2.1mm, 3.5um

XBridge™ Shield RP18 Hibrido C18 con grupo polar embebido 100 x 2.2mm, 3.5um

100 x 2.1mm, 3um
20 x 2.1mm, 3um (IS)

Atlantis dC18 C18 con ligando difuncional

Hibrido: combinacién de particulas de silice y poliméricas; Ligando difuncional o trifuncional: ligando unido a silice por dos
0 tres puntos

Como fase movil se ensayaron distintos tampones, empleando
finalmente una mezcla de acetonitrilo/ tampo6n formiato aménico 2mM pH 3 con
0.1% de &cido formico, a un flujo de 0.4 mL/min. El método cromatogréafico
comenzo con un porcentaje de ACN de un 15%. Desde el minuto 0.5 hasta el 4
se aumento6 gradualmente el porcentaje de ACN hasta un 50%, manteniéndose
durante 0.3 minutos, para aplicar una nueva rampa hasta alcanzar un 70% de
ACN a los 5 minutos. Del minuto 5.5 al 6 se retorné a condiciones iniciales, que
se mantuvieron 2 minutos. En la Tabla 10 se describe el método cromatogréafico
aplicado. La duracion total del mismo, incluyendo la etapa de equilibrado, fue

de 8 minutos. La columna se mantuvo a una temperatura constante de 26 °C.

Tabla 10. Método cromatografico utilizado en la separacién de los 13 antidepresivos en estudio.

2mM tampén formiato

Tiempo (min) ACN (%) aménico pH3

Curva Flujo (mL/min)

0 15 85 1 0.4
0.3 15 85 1 0.4
4 28 72 6 0.4
4.3 28 72 6 0.4
5 40 60 6 0.4
5.5 85 15 6 0.4
6.3 15 85 6 0.4
8 15 85 1 0.4
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6.3.4 Condiciones del espectrémetro de masas

La deteccion se llevo a cabo en un espectrémetro de masas de triple
cuadrupolo Quattro Micro™ API. Este equipo cuenta con una sola sonda que
combina la posibilidad de trabajar mediante ESI o APCI (ESCI™ Multi-mode
ionization). En un espectrometro en tandem, en el primer cuadrupolo se puede
seleccionar el ion pseudomolecular [M+H'] de la molécula analizada (ion
“padre”), provocar su fragmentacion en la celda de colisibn mediante la
aplicacién de un voltaje, para llevar a cabo la seleccibn de un fragmento
procedente de esta molécula (ion “hijo”) en el segundo cuadrupolo, lo que
aporta una gran selectividad en la deteccion, y disminuye significativamente el
ruido de fondo. A cada una de las combinaciones ion “padre”-ion “hijo” se le
denomina transicion. Para la deteccién de cada compuesto se seleccionaron
dos transiciones, que fueron utilizadas en la creacion del método de MRM
(Multiple Reaction Monitoring). Esta es la forma de deteccidbn empleada

habitualmente en el andlisis cuantitativo.

entrada al MS
>Q‘ MS
FM (50:50)
HPLC G asmumin
O H

7

Infusién de patrén (1pug/mL en FM) a 20uL/min

Figura 15. Representacion del sistema en “T” empleado para la optimizacion de los parametros del
espectrometro de masas.

Para la deteccion de los antidepresivos analizados en este trabajo,
inicialmente se estudié la sefial obtenida utilizando ambos tipos de fuentes,
tanto en modo positivo como negativo, siendo ESI+ la que suministré los

mejores resultados. Para ello, asi como para establecer los valores 6ptimos de
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los pardmetros generales del equipo, se efectud la infusion de disoluciones
individuales de cada uno de los compuestos estudiados (10ug/mL en fase
moévil) a un flujo de 10uL/mL con la jeringa de infusion del espectrometro en “T”
con el sistema cromatografico, que bombed la fase movil utilizada en la
metodologia en proporcion 50:50, a un flujo de 0.25mL/min (Figura 15). Los
parametros del masas, a excepcion del voltaje de cono y la energia de colision,
no son modificables para cada uno de los analitos, de forma que se
seleccionaron aquellos valores con los que se obtuvo mejor sefal para la
mayoria de los compuestos, favoreciendo, en cualquier caso, a aquellos de
menor sensibilidad. Algunas de las condiciones seleccionadas se describen en
la Tabla 11.

Del mismo modo, se seleccionaron los dos fragmentos mas abundantes
para cada uno de los compuestos, y la energia de colisién éptima con la que
conseguir la mayor sensibilidad para cada uno de ellos, obteniendo asi las

transiciones que se emplearon en el método de MRM.

Tabla 11. Valores de los parametros del espectrémetro de masas seleccionados.

Parametros de la fuente (ESI+)

Voltaje de capilar: 0.5kV

Voltaje de cono: variable

Voltaje del extractor: 0.2V
Radiofrecuencia RF de las lentes: OV
T2 de la fuente: 400 °C

T2 del bloque: 130 °C

Flujo del gas de desolvatacion: 800L/h

Flujo del gas de cono: 50L/h
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Parametros de los analizadores y de la celda de colision

Low Mass Resolution 1: 14

High Mass Resolution 1: 14

lon Energie 1: 0.5

Voltaje a la entrada de la celda de colision: 2V
Energia de colision: variable

Voltaje a la salida de la celda de colision: 2V
Low Mass Resolution 2: 14

High Mass Resolution 2: 14

lon Energie 2: 1

Multiplicador: 650V

Presio6n de gas (argén) en la celda de colisién: 3.5x10°mBar

6.3.5 Estudio de validacién del método analitico

La correcta interpretacion de los resultados clinicos o toxicoldgicos
obtenidos mediante una determinada metodologia analitica depende de la
fiabilidad de la misma. Por ello, es fundamental que los nuevos métodos
desarrollados para su aplicacion, ya sea en rutina o en la evaluacion de
estudios cientificos, sigan un proceso de validacién. Aunque la calidad del
método analitico depende fundamentalmente del cuidadoso desarrollo del
mismo, es su validacién posterior lo que nos permite demostrar objetivamente
su fiabilidad mediante el cumplimiento de los criterios minimos establecidos

para la aplicacién a la que sera destinado [1].
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Se han publicado varias guias en las que se recogen los procedimientos
gue deben seguirse en la validacién de nuevos métodos analiticos, asi como
los criterios minimos que deben satisfacerse [1-8]. Posiblemente, la guia mas
ajustada al campo clinico y/o forense es la descrita por Shah y col. en 2000 [5],
asi como la publicada por la Sociedad Alemana de Quimica Toxicolbgica y
Forense (GTFCh) [7].

Los principales parametros que deben estudiarse en la validacion de un

método analitico son los siguientes:

- Selectividad.

- Modelo de calibracion (linealidad).

- Estabilidad.

- Precision (repetibilidad y precision intermedia) y exactitud (bias).

- Limite inferior de cuantificacion (LLOQ).

Ademas de éstos, otros parametros adicionales que pueden ser
estudiados son el limite de deteccion (LOD), la recuperacion, la

reproducibilidad y la robustez.
6.3.5.1 Selectividad

Este parametro se define como la capacidad de un método analitico para
medir y diferenciar el analito(s) de manera inequivoca en presencia de otros
compuestos. En el andlisis de muestras biolégicas, compuestos enddgenos,
metabolitos, productos  de degradacion, otros  farmacos/drogas
coadministradas, etc, pueden comprometer la determinacion del analito(s) de

interés.

La selectividad con respecto a las interferencias producidas por material
endogeno puede ser determinada mediante el andlisis de muestras blanco
(muestra biolégica en ausencia de los compuestos analizados). Adn en
situaciones controladas, las muestras procedentes de distintos individuos estan

sujetas a variaciones intra e interindividuales, por lo que las muestras
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analizadas en la evaluacion de la selectividad deben ser de distinta
procedencia. Se ha propuesto la determinacion de muestras de, al menos, 6
individuos distintos. Dadgar y col. [3], considerando que con este pequefio
namero la probabilidad de detectar interferencias menos frecuentes es
demasiado alta, han propuesto el aumento de este numero al analisis de

muestras de 10-20 fuentes diferentes.

Es frecuente que las muestras de procedencia clinica y forense
contengan otras sustancias, cuyas interferencias no son descartadas en el
andlisis de muestras blanco. Por ello, una aproximacion complementaria en la
evaluacién de la selectividad consiste en el andlisis de muestras blanco a las
que se han adicionado otros analitos que con frecuencia estén presentes en las
muestras analizadas. Otra forma, incluso mas préxima a la situacién real,
consiste en el andlisis de muestras auténticas que contengan estas sustancias,
ya que esta aproximacion permite ademdas evaluar las interferencias
potenciales debido a la presencia de metabolitos que, en muchos casos, no

estan disponibles en el mercado.

Por dltimo, en el desarrollo de métodos -cuantitativos mediante
espectrometria de masas generalmente se emplean como patrones internos
deuterados de los compuestos a analizar, que pueden contener impurezas y
dar lugar a una sobreestimacion de la sefial del compuesto sin deuterar.
Ademas, los deuterados D3 o inferiores producen con frecuencia los mismos
fragmentos que el compuesto sin deuterar de forma que, al presentar el mismo
tiempo de retencion, sélo se diferenciardn en el ion pseudomolecular,
imposibilitando la utilizacion de un fragmento de confirmacion si se utiliza un
espectrometro de masas simple. Este hecho es menos probable mediante la
utilizacion de un espectrometro de masas en tandem, ya que lo que se
monitoriza en la deteccidn es una determinada combinacion de ion “padre”-ion
“hijo” (transicién). En la Figura 16 se muestra como ejemplo de esta situacion el
espectro de la nortriptilina y su deuterado-d3. La posible contribucién del patrén
interno deuterado puede evaluarse mediante el analisis de blancos conteniendo
s6lo dicho compuesto, y comprobando la sefial producida a la m/z de su

analogo sin deuterar.
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Figura 16. Espectro de masas de los iones “hijos” de Nortriptilina (a) y Nortriptilina-d3 (b) a energias de
colision de 16 y 15eV,
speudomolecular, siendo los fragmentos resultantes los mismos en los dos casos.

respectivamente. Ambos espectros difieren Unicamente en el

ion

En nuestro caso, la selectividad del método fue evaluada mediante el

analisis de muestras blanco de plasma y de saliva de 10 individuos distintos.

Ademas, se comprobaron las posibles interferencias originadas tras el analisis

de muestras reales de plasma remitidas a nuestro servicio para su analisis

toxicoldgico, que contenian otras sustancias como benzodiacepinas y/o drogas

de abuso.
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6.3.5.2 Modelo de calibracion (Linealidad)

Para garantizar la calidad de los resultados cuantitativos obtenidos con
un método analitico es necesario establecer adecuadamente la relacion entre
la respuesta generada por el detector y la concentracion analito (generalmente,

de la relacion entre el area del analito y del patrén interno empleado).

Para establecer esta relacion debe emplearse el modelo matematico que
mejor se ajuste a los resultados. La utilizacion del modelo de minimos
cuadrados solo es adecuada cuando existe homocedasticidad, es decir,
cuando las residuales (desviacion entre el valor medido y el real) son
homogéneas a lo largo de todo el rango de concentraciones. Esto suele ocurrir
cuando la expansion de dicho rango es de un orden de magnitud. En
toxicologia, frecuentemente, los rangos que deben cubrirse son de 2 6 3
ordenes de magnitud, observandose generalmente un comportamiento
heterocedastico. En estos casos, la utilizacion de modelos matematicos
ponderados permite, normalmente, corregir la heterocedasticidad, siendo
frecuente la utilizacién de la inversa de la concentracion de analito o la inversa
de la concentracién al cuadrado (1/x 6 1/x%) para medir la respuesta producida
por los distintos niveles de calibracion. Siempre que sea posible, debe
emplearse un modelo lineal, pero en caso necesario estd aceptada la

utilizaciéon de modelos no lineales.

En los métodos bioanaliticos, esta relacion debe evaluarse en la(s)
muestra(s) bioldgica(s) para la(s) que se ha desarrollado el método, cubriendo
todo el rango de calibracién. En la mayoria de las publicaciones se aconseja un
minimo de cinco a ocho niveles de concentracién para definir la curva de
calibrado [2,5,6,8].

Para la seleccion del modelo matematico adecuado a nuestros datos, se
elaboraron 6 curvas de calibrado con 8 niveles de concentracién en saliva, y 9
en el caso del plasma (excepto para amitriptilina, norfluoxetina y fluvoxamina,
para los que se emplearon 7-8 niveles de concentracion) por ser el rango mas
amplio. En el analisis de las curvas de calibrado se estudié el coeficiente de

determinacion obtenido, asi como las residuales para cada concentracion, que
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deben ser inferiores al 15%, excepto para el limite de cuantificacion, para el
que se aceptan desviaciones del 20%. Se empled para ello el software
QuanLynx 4.0 (Micromass, Water Corp.).

6.3.5.3 Precision y exactitud

Estos parametros son una medida del error aleatorio (precision) y

sistemético (exactitud o bias) del método.

La precisién hace referencia al grado de proximidad entre los valores
obtenidos para una serie de medidas a la misma concentracion, preparadas y
analizadas bajo las mismas condiciones. Normalmente lo que se mide es la
imprecision, empleando la desviacién estandar relativa (RSD), que mide la
dispersion entre los distintos valores obtenidos. RSD puede indicarse en
términos de coeficiente de variacion (CV), que es la RSD expresada en

porcentaje.
La precision del método se evalud a dos niveles:

= Repetibilidad o precision intra-dia: expresa la precision bajo las

mismas condiciones en un periodo corto de tiempo.

= Precisién intermedia o interdia: expresa las variaciones obtenidas

en un mismo laboratorio bajo distintas condiciones (distintos dias,
analistas,equipos, etc). En nuestro caso, se determind

efectuando el andlisis en distintos dias.

La exactitud mide la concordancia entre el valor del resultado obtenido y
el valor real. Se expresa como el porcentaje de desviacidon con respecto al valor
de referencia. También puede expresarse como el porcentaje de inexactitud
mediante la utilizacion del pardmetro error relativo medio (MRE), que puede

calcularse con la siguiente formula:

Media de los resultados obtenidos — Concentracion tedrica

MRE= x 100
Concentracion tedrica
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El calculo de la precision y el de la exactitud se realiz6 a 4 niveles de
concentracion (LLOQ, concentraciéon baja, media y alta). Para la determinacion
de la precision vy la exactitud intra-dia, se efectu6 el calculo del CV y del MRE
con 5 medidas para cada una de las concentraciones estudiadas, analizadas
en el mismo dia. Para la determinacién de la precision y exactitud inter-dia, los
calculos de CV y MRE se hicieron con los resultados obtenidos para los

mismos niveles de concentracion en 5 dias diferentes.

En cuanto a los criterios de aceptacion, ta el CV como el MRE deben
ser inferiores o iguales al 15% para todas las concentraciones, excepto para el

LLOQ, para el que valores de hasta un 20% estan permitidos.
6.3.5.4 Limites

El limite de deteccién (LOD) de un método analitico se define como la
concentracion de analito mas baja que puede ser detectada de forma fiable
bajo las condiciones empleadas en dicho método. Puede calcularse teniendo
en cuenta el ruido de fondo originado por una muestra blanco, considerandose
como LOD la concentracion que produce una sefial al menos tres veces

superior al ruido de fondo (S/N >3).

El limite inferior de cuantificaciéon (LLOQ) del método es, por
definicion, la concentracibn de analito que puede ser cuantificada con
adecuada exactitud y precision. Los criterios de aceptacion son de un 20% de
CV y 20% de MRE, para la precision y la exactitud, respectivamente. Por
debajo del LLOQ solo es posible obtener resultados semicuantitativos o

cualitativos.

El limite superior de cuantificacion (ULOQ) es la concentracion
maxima de analito que puede ser determinada con adecuada precision y
exactitud, siendo en este caso los criterios de aceptacion del 15% de CV y
MRE. Normalmente, el ULOQ es la concentracibn mas alta del rango de

concentraciones validado.
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6.3.5.5 Rendimiento de la extraccién

Es el porcentaje de analito que se “recupera” tras aplicar el
procedimiento de tratamiento de la muestra. El valor de este parametro no es
realmente importante, siempre y cuando el LOQ pueda determinarse con los

criterios exigidos de precision y exactitud.

En muchos casos, la recuperacion puede determinarse mediante
comparacion de la sefial del analito obtenida tras la extraccion de la muestra
con la sefial del analito en solucién, correspondiéndose ésta ultima con el
100% de recuperacion. Sin embargo, en las metodologias en las que se
emplea LC-MS(/MS), de esta forma lo que se esta calculando realmente es lo
que se denomina eficiencia del proceso ya que, ademas del porcentaje de
compuesto recuperado, se esta teniendo en cuenta el efecto potencial que
puede tener la matriz biolégica sobre la sefial del analito (es lo que se
denomina efecto matriz, del que se hablarad posteriormente en esta seccion).
Por ello, en estos casos, la recuperacidon debe calcularse mediante la
comparacion de la sefial de analito en la muestra al ser afadido antes y

después de llevar a cabo el proceso de extraccion.

El calculo de la recuperacion se hizo, tanto en plasma como en saliva, a
dos concentraciones (una alta y otra baja). Para cada una de las
concentraciones, se compar6 la sefial obtenida en muestras a las que los
analitos se afiadieron antes del proceso de extraccion (cinco replicados) con la
obtenida tras el andlisis de muestras blanco a las que se afiadié la misma
cantidad de analito después de llevar a cabo la extraccion (también cinco
replicados). La misma cantidad de patron interno fue afiadida a todas las

muestras tras su extraccion.
6.3.5.6 Intensidad relativa de los iones

Ademas del tiempo de retencién y de las m/z (o transiciones en MS/MS)
seleccionadas para la deteccién de un compuesto, es cada vez mas frecuente
la utilizaciébn de la relacion entre la intensidad de dichas m/z como un

parametro mas a tener en cuenta en la identificacion [9]. Los criterios exigidos
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para este pardmetro todavia no estan incluidos en la mayoria de las guias
internacionales sobre validacion de métodos analiticos. La Agencia Mundial
Anti-doping es uno de los pocos organismos que ha publicado criterios de

aceptacion exigidos en funcion de la abundancia relativa del pico base [10].

Tabla 12. Criterios de aceptacion en la intensidad relativa de iones publicados por la
Agencia Mundial Antidoping [10].

Abundancia Relativa N
) LC-MSy LC-MS
(% pico base)

>50% + 15% (absoluto)
25-50% + 25% (relativo)
<25% + 10% (absoluto)

En nuestro caso, la precision en la relacion entre la intensidad de las dos
transiciones monitorizadas para cada compuesto (intensidad transicion
cuantificadora/intensidad transicion cualificadora) se calculé en términos de
C.V. del valor obtenido para este parametro en 5 dias diferentes. El calculo se
hizo a 4 concentraciones: LLOQ, concentracion baja, media y alta con respecto
al rango estudiado. Asi, las concentraciones estudiadas en las muestras de
plasma fueron el LOQ, 20, 500 y 1000ng/mL, y en las muestras de saliva, el
LOQ, 4, 100 y 500ng/mL.

6.3.5.6 Efecto matriz

Es bien conocido en LC-MS(/MS) el posible descenso o aumento de la
sefial de los analitos en estudio cuando compuestos co-eluyentes procedentes
de la muestra biolégica o de su tratamiento, asi como determinados aditivos
afadidos a la fase movil, compiten con dichos analitos en el proceso de
ionizacion. Este fendmeno es lo que se conoce de forma genérica como efecto
matriz [11,12]. Los efectos de la matriz sobre la sefal de los analitos van a
depender de factores como el tipo de muestra y del tratamiento de la misma,
las caracteristicas quimicas del(los) compuesto(s) a analizar, asi como de la

concentracion a la que se encuentren.
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La presencia de efecto matriz va a afectar a parametros como el LOQ, la
linealidad, la precision y exactitud del método, limitando la fiabilidad de los
resultados cuantitativos [1,12,13]. Por ello, a pesar de que la utilizacién de la
espectrometria de masas ha permitido disminuir los requerimientos en cuanto a
la separacion cromatografica y el tratamiento de la muestra, en el desarrollo de
una metodologia mediante LC-MS(/MS) estos procesos no se pueden obviar

completamente a fin de evitar la aparicion de este fenémeno.

La ionizacibn mediante ESI es mas susceptible a este fenémeno,
aungue también se ha observado en APCI [11,13,14-16]. Por ello, la evaluacién
del efecto matriz debe incluirse como un parametro mas a estudiar durante el
proceso de validacion del método analitico siempre que se emplee LC-
MS(/MS). Ademas, debido a la variabilidad intra e interindividual que puede
darse en la composicion de las muestras bioldgicas, el grado de efecto matriz
puede ser también variable, por lo que los experimentos para el estudio de la
supresion/aumento ionico se deben llevar a cabo empleando muestras
biolégicas procedentes de distintos individuos. La utilizacibn de patrones
internos deuterados de los compuestos a analizar puede corregir, en cierta
medida, los efectos de este fenbmeno, ya que van a estar afectados por el

mismo en el mismo grado que sus analogos sin deuterar.

Uno de los experimentos que puede llevarse a cabo para la
determinacion del efecto matriz es la infusibn constante post-columna de los
compuestos mediante una bomba jeringa, conectada en “T” con el eluente de la
columna cromatogréfica. La infusion de los compuestos da lugar a una seal
constante, a menos que componentes procedentes de la matriz biolégica

produzcan la disminucién o el aumento de la sefial.

La evaluaciéon del efecto matriz de la metodologia que se describe en
este trabajo, tanto en plasma como en saliva, se llevd a cabo con este
experimento. Se efectud la infusion postcolumna de una disolucion de todos los
compuestos estudiados y los patrones internos (1pg/mL en fase movil, a
10uL/min), en “T” con el sistema cromatografico. Con esta configuraciéon, se
inyectaron muestras blanco de 6 individuos diferentes, extraidas y

reconstituidas siguiendo el mismo protocolo que el empleado en el desarrollo
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del método, y la sefial obtenida a lo largo de todo el cromatograma se comparé
con la resultante tras la inyeccion de fase mévil, que se corresponderia con la

ausencia total de efecto matriz.
6.3.5.7 Estabilidad

Se define como la “estabilidad quimica de un analito en una determinada
matriz bajo determinadas condiciones durante un determinado periodo de

tiempo” [5].
La estabilidad de los analitos puede ser investigada a varios niveles:

- Estabilidad en-proceso: hace referencia a la estabilidad del analito bajo
las condiciones de preparacion de la muestra.

- Estabilidad de la muestra procesada: se trata de la estabilidad del
analito después del tratamiento de la muestra, y en las condiciones en
las que va a ser inyectado para su analisis.

- Estabilidad a largo plazo: se trata de la estabilidad del analito en la
muestra bioldgica bajo las condiciones normales de almacenamiento (a
la misma temperatura, en los mismos recipientes, etc.

- Estabilidad después del congelado/descongelado de la muestra.

La realidad en un laboratorio de Toxicologia es que las muestras
remitidas pueden estar contenidas en diferentes tipos de recipientes, con
distintos tipos de anticoagulantes u otros aditivos, lo que dificulta la
determinacion de la estabilidad bajo las condiciones reales de almacenamiento
hasta efectuarse el analisis. La estabilidad de la mayoria de los antidepresivos
en distintas condiciones de almacenamiento y transporte han sido evaluadas
por distintos autores [17,18,19]. Generalmente, tras su analisis, las muestras
son almacenadas bajo condiciones de congelacion por un determinado periodo

de tiempo durante el cual es posible que se solicite su re-analisis.

En nuestro caso, se estudid de estabilidad de los antidepresivos en
plasma y saliva tras someter las muestras a tres ciclos de
congelado/descongelado. Para ambos tipos de muestra, el estudio se realizé a

dos concentraciones diferentes, una baja y otra alta (10 y 500ng/mL en plasma,
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y 10 y 250ng/mL en fluido oral), con tres replicados para cada una de ellas
(muestras de estabilidad). Tras los tres ciclos de congelado/descongelado, se
prepararon muestras frescas a las mismas concentraciones, también con tres
replicados para cada concentracion (muestras de comparacion). Todas las
muestras fueron conjuntamente analizadas y cuantificadas con una recta de
calibrado fresca. Se considera que los analitos son estables a las condiciones
estudiadas si la media de los valores obtenidos para las muestras de
estabilidad presenta un limite de confianza >80% y <120% con respecto a la

media de los valores obtenidos para las muestras de comparacion [4].
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Tabla 13. Resumen del estudio de validacion de la metodologia analitica descrita.

PARAMETRO
VALIDACION

EXPERIMENTO

CRITERIOS ACEPTADOS

Selectividad

- 10 muestras procedentes de distintos
individuos.

- Muestras blanco conteniendo soélo los
patrones internos.

- Muestras reales conteniendo compuestos
frecuentemente administrados a pacientes a
tratamiento con antidepresivos.

Ausencia de interferencias

Modelo de calibraciéon

- Curvas elaboradas (n=6) utlizando la
muestra en estudio.

- 7-9 niveles de calibracion.

r*>0.99

Residuales < 15%,

excepto para el LOQ (<
20%)

Precision/exactitud y
LLOQ

- Analisis de muestras control al LLOQ,
concentracion baja, media y alta con respecto
al rango de calibracién.

- Replicados (n=5) de cada concentracion en
el mismo run.

- Cada concentracion analizada en 5 dias
distintos.

-CVyMR.E. < 15% para
las concentraciones baja,
media y alta.

-C.V.y M.R.E. £20% para
el LLOQ.

Recuperacion

- A concentracion baja y alta segun el rango
de calibracion.

- Comparacion de muestras control (teéricos)
a las que se han afiadido los compuestos en
estudio antes de la extraccién con muestras a
las que se afladen los compuestos después
de la extraccion (practicos). En ambos casos,
adicion de patron interno post-extraccion.
(cinco replicados en ambos casos, a las dos
concentraciones).

Realmente no importante,
siempre y cuando se
cumplan los requisitos de
precision y  exactitud
exigidos al LLOQ [1,4,5].

Efecto Matriz

Infusion post-columna continua de patrones
en fase mavil en “T” con eluyente de la
columna cromatografica. Comparacion del
cromatograma obtenido tras la inyeccion de
fase movil y el obtenido tras la inyeccién de
muestra  blanco extraida (6 fuentes
diferentes).

Ausencia de este efecto

Estabilidad
congelado/descongelado

- Muestras control a concentracién baja y alta
(por triplicado) sometidas a 3 ciclos de
congelado/descongelado (muestras
estabilidad).

- Preparacién de muestras frescas (muestras
control) a ambas concentraciones (por
triplicado).

- Cuantificacion de muestras control y
muestras estabilidad con recta de calibrado
fresca. Comparacion de resultados obtenidos
en ambos casos.

Limites de confianza en
las muestas de estabilidad
80-120% con respecto a la
media de los valores
obtenidos para las
muestras control.
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6.3.6 Aplicacién a casos reales

Después de llevar a cabo los estudios de validacion con los que
garantizar la fiabilidad de los resultados cuantitativos suministrados por el
mismo, se aplic6 el método analitico descrito al andlisis de muestras de
plasma, tanto clinicas como forenses, remitidas al Servicio de Toxicologia del

Instituto de Medicina Legal de la Universidad de Santiago de Compostela.

El método se emple6 también en un estudio preliminar para establecer la
posible correlacion entre las concentraciones plasmaticas de antidepresivos y
las concentraciones encontradas en fluido oral. Esta es una muestra que
presenta una serie de ventajas con respecto al plasma, como la no invasividad
de la toma de muestra y el hecho de no requerir personal cualificado en su
recoleccion. Sin embargo, el principal inconveniente en la interpretacion de los
resultados obtenidos en saliva o fluido oral es que la difusion de las sustancias
desde el torrente sanguineo depende de varios factores, como el pH y la
ingesta de comida, presentando una gran variabilidad intra e interindividual. Por
ello, este estudio se plante6 con la finalidad de evaluar la existencia o no de
una correlacion entre los niveles de antidepresivos en plasma y saliva y, con
ello, la posibilidad de utilizar este ultimo especimen como muestra alternativa al
plasma en la monitorizacién de los niveles de antidepresivos. Las muestras de
plasma y saliva fueron tomadas a pacientes psiquiatricos ingresados en el
Servicio de Psiquiatria del Hospital Provincial de Conxo (Santiago de
Compostela). Para ello, se informé verbalmente a los pacientes quienes,
ademas, tuvieron que firmar un informe en el que se explicaban las
caracteristicas del estudio y se solicitaba su consentimiento para participar en
el mismo. También se cubrié6 un formulario con informacién sobre el sexo y
edad del paciente, el tipo de antidepresivo administrado y la posologia, otros
farmacos incluidos en el tratamiento, asi como la fecha y hora a la que se
realizd la toma de muestras. En la Figura 17 se muestra un ejemplar del
consentimiento informado por escrito firmado por los pacientes, asi como el
formulario con informacioén relativa al tratamiento y toma de muestras. A cada
paciente se le tom6 una muestra de plasma y saliva simultaneamente, durante

dos semanas consecutivas y a la misma hora tras la toma del farmaco, para
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evaluar la existencia o0 no de correlacibn entre la concentracion
plasmatica/concentracién salival en ambas ocasiones. Una vez realizada la
toma de las muestras, éstas fueron almacenadas en nevera hasta su traslado a

nuestro laboratorio, donde se congelaron hasta el momento de su analisis.

Figura. 17. Ejemplar del consentimiento informado firmado por los pacientes participantes en el estudio y del
formulario con la informacién acerca del tratamiento de cada paciente v la toma de muestra.
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6.4. RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1. Separacion cromatografica

Como se comentd anteriormente, la utilizacién de un espectrometro de
masas como técnica de deteccidn permite minimizar los requerimientos en
cuanto a la separacion cromatografica mediante la seleccion de las transiciones
concretas (0 m/z en un espectrometro de masas simple) de los compuestos
estudiados, ya que no es necesaria la resoluciéon completa entre ellos como
ocurre con los demas sistemas de deteccibn acoplados a técnicas
cromatograficas. Sin embargo, la posibilidad de que compuestos de la matriz
biolégica o, incluso, los distintos analitos entre si compitan en el proceso de
ionizacion, hace que sea nhecesario establecer una separacion entre ellos,
sobre todo si la ionizacion se lleva a cabo mediante ESI, para garantizar la

obtencion de resultados cuantitativos con adecuada precision y exactitud.

Para llevar a cabo la separacion de los 13 compuestos antidepresivos
incluidos en el método, se ensayaron distintas columnas analiticas, todas ellas
de fase reversa C18 y de dimensiones entre 100-150mm de longitud. Con

todas ellas se obtuvieron resultados similares.

En cuanto a la fase mévil, tipicamente en la separacion de compuestos
de caracter basico mediante cromatografia liquida de fase reversa suelen
emplearse fases moviles basicas para favorecer la retencion de los analitos en
la columna y mejorar la separacién. Sin embargo, la ionizacibn de estos
compuestos basicos mediante la utilizacion de interfases API se ve favorecida
con la utilizacion de fases moviles acidas, por lo que la seleccién de la misma
es un compromiso entre la separacion y la sefial obtenida. En nuestro caso, la
utilizacién de la mezcla tampon formiato aménico 2mM pH 3/ACN como fase

movil permitié obtener una separacién y sensibilidad adecuadas.

La utilizacion de columnas Intelligent Speed (IS) de menores
dimensiones permiten una reduccion significativa del tiempo de analisis sin
pérdida de resolucién, mediante la utilizacion de flujos superiores sin producirse

un aumento de la presién en la columna. Por ello, se selecciond finalmente
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para la separacion cromatografica una columna Sunfire C18 IS (20x2.1mm,
3.5um). Se trabajo en modo gradiente, con un flujo de fase mévil de 0.4mL/min,
sin necesidad de llevar a cabo la divisidén del flujo antes de la entrada en el
espectrometro de masa mediante el aumento del flujo del gas de desolvatacion
a 800L/h y la temperatura en la fuente de ionizacién a 400°C. Con estas
condiciones, el tiempo de analisis pudo reducirse de 15 a 8 minutos con la

utilizacién de la columna IS (Figura 18).
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Figura 18. Separacion cromatografica empleando columnas analiticas de diferentes dimensiones.
a) Sunfire C18 IS (20x2.1mm, 3.5um) y b) XBridge C18 (100x2.1mm, 3.5um).

1:Venlafaxina, 2:Citalopram, 3:Desipramina, 4:Imipramina, 5:Paroxetina, 6:Nortriptilina, 7:Fluvoxamina,
8:Amitriptilina, 9:Norfluoxetina, 10:Sertralina, 11:Fluoxetina, 12:Norclomipramina, 13:Clomipramina.
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Bajo las condiciones seleccionadas, la elucion de los 13 compuestos
antidepresivos se efectu6 en 5 minutos, con una duracion total del
cromatograma de 8 minutos para permitir el equilibrado de la columna con las
condiciones iniciales de fase movil antes de la siguiente inyeccion. Se
obtuvieron asi picos con adecuada simetria para todos los compuestos (Figura
19).

o 163 3
2] Clomipramina
[ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥
050 100 1,50 200 2 50 300 350 400 450 500 550 .00
ane ES
00 456 o1
i Norclomipramina
o 'I:-L" 1 l:'":'” 1 l.{' & 2 :_.-J ! 2 IE-:' LB 3 ::-JI : 3 é{' : 4 IIIID J -llﬁ':' & 5 ::E' : 9 IE-’J =3 IE l:'l:'
3. KRN
o 445
. Fluoxetina '
. " ms 0 100 0 151 0 200 2 280 300 0 350 0 400 0 4% 2 500 0 55 0 &O00
3. MIEM of 13 Channels E5+
100 441 306 > 159 1
00 . 41265
] Sertralina .
050 100 150 200 2 50 200 150 400 450 500 550 5.0
iReht
b 43
TR .
P Norfluoxetina l
o T - - - - - - T - - - - - - - - - T - - -
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 520
o J&2
- Amitriptilina
o ——— — ——— - — - Time
050 1.00 1.50 200 250 3 .50 400 450 500 550 &.00
100 Fluvoxamina 380
]
05 o0 50 09 2 50 300 3 50 00 450 500
::] Nortriptilina ‘
Y TETTOL T T T T T T T T T T T T ey
050 1.00 150 200 2 50 300 0 400 450 5.00
00 Paroxetina 359
050 100 150 200 2 &0 300 150 400 450 5 00 550 500
2 MRM of 15 Channels ES+
- i i 151 28112659
,;.;_} Imipramina ey
; 1] ::\vC' : 1 E"G J 1 l}i- J 2 I:':I ; 2 IEO : 3 I?:I d as0 d 4 li'l[' : 4 l:\ﬁ ! 5 I:':‘ , 5 IECI - oo
1R of
100 Desipramina Ad0 ]
g A
2 T T T T T T T T T T T T T T T Trrees | Bk T i
050 o0 2 200 2 50 00 450 400 450 0 4 5.00
arn E
E.z_] Citalopram 2 i-‘ -
0% 100 180 200 250 300 350 0 400 0 450 0 500 0 5850 0 600
A= f 4 Chann
100 0.r7 Venlafaxina R
Oy Tt rerTTT TreTTTTTTTT T T T Y T T T T T T T 1 Time
050 1.00 1.50 200 250 300 3.50 4.00 450 500 550 600

Figura 19. Separacion de los 13 antidepresivos bajo las condiciones cromatogréaficas seleccionadas.
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Como se comentd anteriormente en el capitulo 3, la mayoria de los
métodos analiticos en los que se utilizé LC-MS(/MS) para la determinacién de
antidepresivos incluyeron sélo unos pocos compuesto y sus principales
metabolitos, generalmente, pertenecientes a la misma familia, para su analisis

simultaneo.

En la mayoria de los casos se emplearon columnas de fase reversa C18
0 C8, utilizando fases moviles a pH acido. También se han utilizado columnas
de silice con mecanismos de interaccion hidrofilica (HILIC), que permiten la
retencidbn de compuestos polares utilizando altos porcentajes de disolvente
organico en la composicion de la fase movil [19,20]. En un caso se ha descrito
la utilizacién de una columna quiral para la separacion de los enantiomeros de
Fluoxetina [21]. La fase movil consistio generalmente en una mezcla de acido

férmico, acético o sus tampones amonio con acetonitrilo o metanol.

Gutteck y col. desarrollaron un meétodo para la determinacién de los
principales ADTs y dos antidepresivos pertenecientes al grupo de los ISRSs en
el que la separacion se efectué 10 minutos. Los compuestos se dividieron en
cuatro grupos, utilizando para cada uno de ellos distintos volimenes de
reconstitucion y patrones internos [22]. Sauvage y col. han publicado una
método para la cuantificacibn de ADTs y ISRSs con una duracién
cromatografica de 5.58 minutos, en el que los compuestos también fueron
divididos en dos grupos, utilizando ligeras modificaciones en el método
cromatografico empleado para cada uno de ellos, haciéndose necesarias 2
inyecciones para el analisis de todos los compuestos [23]. Recientemente,
Shinozuka y col. han llevado a cabo la determinacion de 20 antidepresivos
pertenecientes a distintas familias con un tiempo de andlisis de 30 minutos [24].
Asimismo, Kirchherr y col. han desarrollado un método que permite la TDM de
48 antidepresivos y antipsicoticos empleando la misma metodologia analitica,
si bien la validacién del mismo se llevé a cabo estableciendo tres grupos de

compuestos segun el rango terapéutico de cada uno de ellos [25].

El método propuesto en este trabajo permite la determinacién de 13 de
los antidepresivos de mayor importancia cinica en el mismo analisis, en un

tiempo muy reducido de tan sélo 8 minutos.
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6.4.2. Deteccion mediante espectrometria de masas en tandem

La sefial obtenida mediante la utilizacion de ESI y APCI, en modo
positivo y negativo, se ensayé mediante la infusion de los compuestos disueltos
en fase movil (10ug/mL) con una bomba jeringa en “T” con el sistema
cromatografico, como se indicé previamente en descripcion de la metodologia
analitica. Finalmente, se seleccioné como interfase ESI+, y se optimizaron los
parametros de la fuente (Tabla 11, pagina 154). ESI+ ha sido la interfase
empleada en la mayoria de los métodos de LC-MS(/MS) desarrollados para la
determinacion de antidepresivos, aunque también se ha descrito la utilizacion

de APCI [22,26,27] y, en una ocasion, de SSI [24], también en modo positivo.

Generalmente, la energia de capilar empleada en ESI en los equipos de
LC-MS de Micromass (Waters Corp.) es de 2-3kV, de forma que llama
particularmente la atencion la mayor sefial obtenida para todos los compuestos
aplicando una energia de capilar relativamente baja, de 0.5kV, observada tanto
en el estudio inicial de infusion de los compuestos directamente al masas,

como en su deteccién después de la separacion cromatografica (Figura 20).

ms 1w s 1S 1ds 0 im0 23 im0 2w amm oadm amm aim a0 A adm ads w50

Figura 20. Superposicion de cromatogramas (Total ion current, TIC) obtenidos tras la inyeccion de los
compuestos disueltos en fase moévil aplicando un voltaje de capilar de 0.5kV (fondo negro) y de 3kV (fondo
blanco).
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En las interfases de ionizacion a presion atmosférica (API) se produce la
ionizacion suave de los compuestos, siendo el ion pseudomolecular [M+H]" o
[M+H] (segun se trabaje en modo positivo 0 negativo) la especie mayoritaria.
En un espectrometro de masas simple, la utilizacion de la técnica de
disociacion por colision inducida (CID), que consiste en la aceleracion de las
moléculas mediante la aplicacion de un voltaje en la region de presion
intermedia, permite aumentar la selectividad en la deteccion mediante la
obtencién de fragmentos de la molécula. En un espectrometro en tandem,
empleado en este trabajo, la fragmentacion del ion pseudomolecular
seleccionado en el primer cuadrupolo puede realizarse en la celda de colisién
situada a continuacién, mediante la utilizacion de un gas inerte y la aplicacion
de una energia de colision determinada, separandose los iones “hijos” en el
segundo analizador. De esta forma, con un espectrometro de masas en tandem
se consigue disminuir el ruido de fondo (aumentando con ello la relacién
sefal/ruido) y aumentar de forma significativa la selectividad, ya que deteccién
se basa finalmente en la seleccion de iones “hijos” procedentes de un
determinado ion pseudomolecular (ion “padre”). A esta combinacion de pares
de m/z, ion “padre”-ion “hijo”, se le denomina transicién. El modo de trabajo
basado en la seleccién de determinadas transiciones se denomina Multiple
Reaction Monitoring (MRM), y es el empleado generalmente en el desarrollo de

métodos cuantitativos.

En nuestro trabajo, el ion pseudomolecular se utilizé como “ion padre”
para todos los compuestos, seleccionando el voltaje de cono con el que
obtener la sefial de mayor intensidad para cada uno de ellos. Para establecer
las transiciones que serian empleadas en la deteccion, se selecciond el ion
“padre” en el primer cuadrupolo y se hizo un scan de los iones “hijos” en el
segundo, aplicando diferentes energias de colision. Para la deteccion de cada
compuesto se emplearon dos transiciones, una cuantitativa y otra cualitativa,
excepto para los patrones internos, para los que una sola transicién fue
monitorizada. En las Figuras 21-30 se muestran los espectro de masas para
cada compuesto, asi como el de los fragmentos (iones “hijos”) a las energias
de colision seleccionados en cada caso. Asimismo, se indica el patron de

fragmentacién propuesto para cada compuesto.
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Figura 21. Espectro de masas de Venlafaxina (A) y Citalopram (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En los dos espectros inferiores, los iones “hijos”
y las energias de colision con las que se obtuvo la sefial mas intensa para cada uno de ellos.
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Figura 22. Espectro de masas de Desipramina (A) e Imipramina (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En los dos espectros inferiores, los iones “hijos”
y las energias de colisién con las que se obtuvo la sefial mas intensa para cada uno de ellos.
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Figura 23. Espectro de masas de Imipramina-d3 (A) y Paroxetina (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es), el(los) ion(es)
“hijo(s)” y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 24. Espectro de masas de Paroxetina-d6 (A) y Fluvoxamina (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es), el(los) ion(es)

“hijo(s)” y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 25. Espectro de masas de Amitriptilina (A) e Nortriptilina (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En los dos espectros inferiores, los iones “hijos”
y las energias de colision con las que se obtuvo la sefial mas intensa para cada uno de ellos.
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Figura 26. Espectro de masas de Nortriptilina-d3 (A) y Sertralina (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es), el(los) ion(es)

“hijo(s)” y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 27. Espectro de masas de Fluoxetina (A) y Fluoxetina-d6é (B). Para ambos compuestos, en el espectro
superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es), el(los) ion(es)
“hijo(s)” y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 28. Espectro de masas de Norfluoxetina (A) y Norfluoxetina-dé (B). Para ambos compuestos, en el
espectro superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es),

el(los) ion(es) “hijo(s)" y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 29. Espectro de masas de Clomipramina (A) y Clomipramina-d3 (B). Para ambos compuestos, en el
espectro superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de cono seleccionado. En el(los) espectro(s) inferior(es),

el(los) ion(es) “hijo(s)” y la(s) energia(s) de colisién que dan lugar a la sefial mas intensa.
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Figura 30. Espectro de masas de Norclomipramina. En el espectro superior se muestra el ion “padre” y el voltaje de
cono seleccionado. En los dos espectros inferiores, los iones “hijos” y las energias de colision con las que se obtuvo
la sefial mas intensa para cada uno de ellos.

Como se indico anteriormente, el modo de deteccion utilizado fue MRM.
Para garantizar la reproducibilidad del area bajo la curva obtenida para cada
transicion seleccionada es necesario que cada una de ellas se adquiera con un
minimo de 10-14 scans. Por ello, en el método de masas suelen establecerse
ventanas o funciones, monitorizando en cada una de ellas las transiciones de
determinados compuestos en funcibn de su tiempo de retencién. Otro
parametro que debe seleccionarse es el dwell time, que es el tiempo durante el
cual se adquiere una determinada transicion. En la Tabla 14 se muestra el
método MRM utilizado, indicando el voltaje de cono aplicado a cada
compuesto, las 2 transiciones y las energias de colision seleccionadas para

cada uno de ellos, el dwell time y el tiempo de retencion.
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Tabla 14. Método de MRM utilizado en la deteccion de los compuestos en estudio.

Funcion Compuesto VC transicion EC ?mnee” tr Pl
] 278.1>57.8 18 0.15 . .
o Venlafaxina 25 0.77 Imipramina-d3
Funcion 1: 278.1>260.3 12 0.15
4
ici 325.1>109.1 26 0.15
transiciones Citalopram 3 2.63 Imipramina-d3
325.1>262.1 20 0.15
i ) 267>43.8 40 0.05 o
Desipramina 25 3.4 Nortriptilina-d3
267>71.8 15 0.05
) ) 281.1>57.6 40 0.05 . i
Imipramina 25 3.51 Imipramina-d3
281.1>85.9 16 0.05
. 330>69.7 30 0.05 .
Paroxetina 35 3.61 Paroxetina-d6
330>192.3 20 0.05
L, N 264.2>90.8 22 0.05 o
Funcion 2: Nortriptilina 25 3.72 Nortriptilina-d3
15 264.2>233.3 16 0.05
transiciones , 319>70.8 18 0.05 _
Fluvoxamina 25 3.8 Paroxetina-d6
319>86.8 18 0.05
N 278.1>90.8 24 0.05 . .
Amitriptilina 30 3.82 Imipramina-d3
278.1>233.2 18 0.05
Imipramina-d3 25 284.1>89 15 0.05 351
Paroxetina-d6 35 336.1>76 30 0.05 3.59
Nortriptilina-d3 30 267.1>233.3 15 0.05 3.72
) 296>29.8 10 0.05 .
Norfluoxetina 15 4.31 Norfluoxetina-d6
296>134.1 6 0.05
. 306>159.1 26 0.05 )
Sertralina 18 4.41 Fluoxetina-d6
306>275.1 12 0.05
. 310.1>43.7 12 0.05 )
Fluoxetina 22 4.45 Fluoxetina-d6
310.1>148.2 8 0.05
Funcién 3:
13 Norclomipramina 25 301.1>718 18 0.0 4.46 Fluoxetina-d6
transiciones . 301.1>270.2 16 0.05
i i 315>57.8 32 0.05 i i
Clomipramina 22 4.63 Clomipramina-d3
315>85.9 20 0.05
Norfluoxetina-d6 15 302.2>140.1 6 0.05 4.27
Fluoxetina-d6 25 316.1>43.7 12 0.05 441
Clomipramina-d3 30 318.1>88.9 18 0.05 4.63

Las transiciones subrayadas son las que se emplearon como cuantificadoras.
VC: voltaje de cono (V); EC: energia de colisién (eV); tr: tiempo de retencion (min); Pl: patrén interno utilizado para

cada compuesto.
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Los dos analizadores del espectrometro de masas en tandem empleado
en la elaboracion de este método analitico fueron cuadrupolos. Este fue el tipo
de espectrémetro utilizado en la mayoria de los métodos desarrollados para la
determinacion cuantitativa de antidepresivos [15,18,21,23,25,28-32]. Se ha
publicado un trabajo en el que se utiliza un espectrometro en tandem en el que
uno de los analizadores es un tiempo de vuelo y el otro un cuadrupolo [33].
Otros autores han empleado espectrometros de masas con un solo analizador,
pudiendo ser éste un cuadrupolo simple, un tiempo de vuelo o una trampa de
iones [20,22,24,34,35].

6.4.3. Procedimiento de extraccion

Se probaron inicialmente extracciones liquido-liquido con distintos
disolventes de extraccion, como metil-tert-butil-éter, éter dietilico, acetato de
etilo y hexano, tras la alcalinizacion previa de la muestra, obteniéndose los

mejores resultados con los dos primeros.

La adquisicién posterior del sistema de SPE automatico ASPEC XL, hizo
que nos decantasemos por este tipo de extraccion a pesar de los buenos
rendimientos obtenidos con la extraccion liquido-liquido. Este sistema de
extraccién automatico requiere una manipulacién minima de la muestra, ya que
el propio sistema realiza, incluso, la adicién del patrén interno y del tampon que
deben ser incorporados antes de la extraccion, lo que permite optimizar de
forma importante el tiempo empleado por el personal en el tratamiento de la

muestra.

Se probaron dos tipos de relleno para realizar la SPE: cartuchos Oasis®
HLB, con relleno de fase reversa, indicado para llevar a cabo una extraccion
general de compuestos con distintas propiedades acido-base, y los cartuchos
Oasis® MCX que, ademas del mecanismo de fase reversa, actian a través de
un mecanismo de intercambio catidnico, siendo, por tanto, mas especificos
para la extraccion de compuestos de naturaleza alcalina. Este altimo relleno fue
el seleccionado en la metodologia analitica que se describe ya que, ademas de
permitir una extraccion mas especifica, dio lugar a mejores rendimientos de
extraccion para la mayor parte de los compuestos. Para favorecer la retencion
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de nuestros analitos mediante el mecanismo de intercambio catidnico, éstos
deben estar en forma ionizada, por lo que la muestra se acidificé previamente
con tampon acetato sodico a pH 3.6. Siguiendo el mismo argumento, la elucién
se llevo a cabo en medio alcalino para favorecer la presencia de los
compuestos en forma no ionizada. Como disolvente de elucion se empled
inicialmente metanol; sin embargo, la aparicién de un importante efecto matriz
para algunos compuestos hizo que se sustituyera este disolvente por una
mezcla de menor fuerza ibnica compuesta por diclorometano/isopropanol, que
elimind la presencia de este fendmeno, ofreciendo un buen compromiso entre
el rendimiento de la extraccion y el efecto matriz. Con estas condiciones, se
llevd a cabo la extraccion a partir de tan sélo 200uL de muestra, tanto en el

caso de plasma como de fluido oral.

Un problema que surgi6 inicialmente con la utilizacién del ASPEC XL fue
la contaminacioén del sistema con todos los compuestos estudiados. A pesar de
que la sefal originada por la contaminacion era diez veces inferior a la
producida por los compuestos a concentracion de 2ng/mL (LOQ para la
mayoria de los compuestos), se observaban todas las transiciones
monitorizadas (tanto las cuantificadoras como las cualificadoras) tras la
extraccion de una muestra blanco. Este problema se solucioné mediante la
incorporacion de tres lavados de la aguja del sistema tras la extraccion: dos

con metanol con 0.5% de amoniaco, y un ultimo lavado con metanol.

En cuanto a las técnicas empleadas por otros autores en la extraccion
de antidepresivos, las utilizadas con mas frecuencia han sido las extracciones
liquido-liquido y las extracciones en fase solida, en la mayoria de los casos
para un numero limitado de compuestos, generalmente pertenecientes al
mismo grupo antidepresivo. Se han descrito procedimientos de extraccion
liquido-liqguido en medio basico, empleando distintos disolventes organicos
como hexano, diclorometano, alcohol isoamilico, éter dietilico, acetato de etilo,
0 mezclas de ellos [22,28,34,36-39]. Para llevar a cabo las extracciones en fase
sélida se han empleado, generalmente, sorbentes basados en mecanismos de
fase reversa como los C8 6 C18, asi como los Oasis® HLB rellenos de un

copolimero hidrofilico-lipofilico [18,24,40,41,42]. Debido al caracter basico de
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estos compuestos, también se ha empleado en la extraccion de estos
compuestos sorbentes en modo mixto como los Bond Elut Certify® y los Oasis®
MCX, que llevan a cabo la retencion de los compuestos por un mecanismo de

fase reversa y un mecanismo de intercambio cationico [43].

Otras técnicas que han sido empleadas en menor nimero de ocasiones
son la microextracion en fase sélida (SPME) [44,45], asi como soportes con
distintos rellenos (RAM, LPS, soportes monoliticos) acoplados al sistema
cromatografico, que permiten llevar a cabo la inyeccion directa de la muestra
[15,23,26,27]. En el capitulo siguiente de este trabajo se describe la utilizacion
de un sistema de SPE en linea, que realiza todo el proceso de extraccion de la
muestra y el posterior acoplamiento al sistema cromatogréfico

automaticamente [46].

6.4.4 Resultados y discusion del estudio de validacién del método
6.4.4.1 Selectividad

La selectividad del método analitico fue evaluada, como se coment6

anteriormente, a varios niveles.

Para descartar interferencias producidas por compuestos enddgenos de
la matriz biolégica se analizaron muestras blanco de plasma y fluido oral
procedentes de 10 individuos distintos, siguiendo el procedimiento descrito en
la metodologia analitica. En la Figura 31 se muestran los cromatogramas de las
transiciones cuantificadoras de todos los compuestos incluidos en el método
tras el analisis de un blanco de plasma y saliva, observandose la ausencia de

interferencias para todos ellos.
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La posible contribucion de los patrones internos a la sefial originada por
sus analogos sin deuterar se descartd tras el andlisis de muestras blanco
conteniendo Unicamente patrén interno cada vez que se prepard una curva de

calibrado.

En la depresion suelen prescribirse, ademas, otros farmacos como las
benzodiazepinas, con lo que es frecuente la presencia de éstas en las
muestras de pacientes a tratamiento con antidepresivos. Por ello, se empleo la
metodologia descrita para el andlisis de muestras reales positivas a
benzodiacepinas (y negativas a antidepresivos), descartandose la aparicion de

interferencias originadas por estos farmacos.

100 | 200 | 300 | 400 ' &00 | 800  7.00 800
2011 =718

3011 > 718 100

1003 WZ o E% MWWNWWMM: o

=

o o T T T T T

T T T T T T T T T T 1
LARPAT SRLARSA) A RIS AP AL LS AR LIRS AN NLALLRARAS MAASE IS AL 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00 §.00

3101 > 43.7 3101 = 45 7

100 T eses O RS
233 ;\M‘JMWW &
0 : : : : : : : . : : ety s . g o T T T T T Tt T T T T T T 1

T
T6o 200 sho abo soo lebo 760 100 200 300 400 500 600 700 800
306 > 150 1 a5 = 1501
0 ores 100 © 1Bes
% MMWWWMMMM o
0 o T
100 200 300 @ 400 500 B00  7.00 100 20D 300 400 500 600 700 800
29 3 206 > 13
100 " 15ke 100 898
% NWMWWWMMMM % MMWWMM
0 o S
1.00 200 3.00 400 500 600 7.00 100 200 300 400 500 B00 700 800
100 3083 100 e
= ==
o LBasss nnendissns anas nans Time s} : o
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 B.00 7.00 1.00 2.00 3.00 4 00 500 600 7 00 8 00

T T T T T T T T T T T T T T T
1.00 200 300 4 00 500 & 00 7.00

59.7
330 > 69.7 100 s> Dsga?
o9 rndeddi asa 5] Loy
= A e e M T B R T R R ° Ti00 | 200 | 300 400 | 500 | 600 | 700 ' 600
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 = 5 ©
- 281.1 = 859
2511 =859 100 iy
105% [T 285e3 =] wrlpute jLe—
0 o T T T T T T T T T T T T
DR AR A AR A A AR A A AR AL AP ARSI AR S 100 200 300 400 500 600 700 800
267 = 71.8 267 = 71.8
267 = 71.8 100 otE
100 T e 2.32e3
=) 2e3 =
ES Ml\fnw\\-'w\( MAJNI'W\’\/U
l:ug 03 T T T T T o o T T
Too 260 s00 | abo 500 B00 " 700 100 200 300 400 500 600 700 800
e = 325 =
1ODWMM = /O:e( mSEWMWMA ik =
ES 2ed
0 o T T e T
1.00 2 00 300 400 5.00 5. 00 7.00 1.00 200 300 4.00 500 6500 700 & 00
278.1 > 57 27 = 57
10 § eoes 10 e
EEWMNMW«M 526 EEWWW\J‘ 2.09e3
0 T T T T Time o T e e e Time
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 31. Cromatogramas de las transiciones cuantificadoras seleccionas para cada uno de los antidepresivos incluidos en la
metodologia analitica obtenidos tras el andlisis de una muestra blanco de plasma (A) y una muestra blanco de fluido oral (B).
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6.4.4.2 Modelo de calibracion (Linealidad)

El rango de calibracion estudiado se establecié teniendo en cuenta las
concentraciones terapéuticas, y ampliando un poco mas los niveles estudiados
por encima y por debajo de este rango. Para las muestras de plasma, el rango
fue de 2 a 1000ng/mL para la mayoria de los compuestos, excepto en el caso
de la amitriptilina y la norfluoxetina, para los que el limite inferior fue de 4ng/mL,
y para la fluvoxamina, cuyo limite inferior fue de 10ng/mL. Las rectas se
elaboraron con 9 niveles de concentracién: 2, 4, 10, 20, 50, 100, 250, 500 y
1000ng/mL. En el caso de las muestras de saliva, el rango se redujo hasta
500ng/mL, ya que las concentraciones esperables en este medio biol6gico son
inferiores. Las rectas en saliva se definieron con 8 niveles de calibracion para
todos los compuestos: 2, 4, 10, 20, 50, 100, 250 y 500ng/mL.

El modelo matemético para la descripciébn de la relacién entre la
concentracion de analito y la sefal producida por el detector para cada uno de
los compuestos se seleccion6é mediante el estudio de 6 rectas de calibrado,

elaboradas en los dos medios biol6gicos en estudio, en dias diferentes.

Tanto en el caso del plasma como del fluido oral, el modelo matematico
gue mejor se ajusto a los resultados obtenidos para todos los compuestos, a
excepcion de la fluvoxamina, fue la regresién lineal ponderada 1/x, mediante la
representacién de la inversa de la concentracion frente a la relacién entre el
area bajo la curva del analito y el area bajo la curva del patrén interno
empleado para cada uno de los compuestos (indicado en la Tabla 14). En el
caso de la fluvoxamina, la respuesta originada por el detector en funcion de la
inversa de la concentracion (1/x) siguié un comportamiento cuadratico, es decir,
la respuesta al aumentar la concentracion no experimentd un incremento

proporcional. Gréaficamente, se muestra este comportamiento en la Figura 32.
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Compound name: Fluvoxamina
Correlation coefficient: r = 0.991624, 2 = 0.983319 A

Calibration curve: 0.0200378 * x + 0.0478759

Response type: Internal Std ( Ref 17 ), Area ~ (1S Conc. /IS Area))
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Ads trans: None
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Figura 32. Comparacion de la aplicacion del modelo lineal (A) y cuadratico (B) a los resultados obtenidos para la fluvoxamina.

Puede observarse como al utilizar el modelo cuadratico (b), los valores

del coeficiente de determinacién (r’) y de las residuales para todas las

concentraciones estan dentro de los criterios aceptados, a diferencia de lo que

ocurre cuando se emplea el modelo lineal (a).
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La utilizaciébn de modelos lineales es siempre preferible, pero el uso de

otros modelos matematicos como el cuadratico estan aceptados e, incluso,

aconsejados, cuando describen de manera mas correcta el comportamiento

que presenta el compuesto. En este caso, debe incluirse un mayor namero

niveles de concentracion para definir el rango de calibracién que los requeridos

cuando el comportamiento del compuesto es lineal [2,4,5].

Los coeficientes de determinacion obtenidos fueron superiores a 0.99

para todos los compuestos, en ambos medios bioldgicos, y las residuales para

las concentraciones estudiadas estuvieron dentro de los limites aceptados en

todos los casos.

Tabla 15. Ecuaciones de las rectas de calibracion de los compuestos que siguieron un comportamiento lineal y=a+bx é cuadratico
y=a+bx*+cx (fluvoxamina) en el rango de concentraciones estudiado en plasma (2 6 4-1000ng/mL) y fluido oral (2-500ng/mL).

Medio y=a+bx 6 y=a+bx’+cx (n=6)
Compuesto o 5
biologico  pendiente 1 (b) pendiente2 (c) Intercept (a) r
Plasma 0.00617+0.00171 0.00112+0.00253 0,9981+0,0016
Venlafaxina
Fluido oral ~ 0.0155+0.00068 0.00361+£0.00385  0.9972+0.00171
Plasma 0.00582+0.00018 -0.00127+0.00174  0,9970+0.0022
Citalopram
Fluido oral ~ 0.01591+0.0015 -0.00297+0.00675  0.9973+0.0015
Plasma 0.03142+0.00290 0.02317+0.01465 0.9974+0.0016
Desipramina
Fluido oral 0.0741+0.005 0.01019+0.04141  0.9971+0.00149
Plasma 0.0097+0.00038 -0.001354+0.00396  0.9978+0.0019
Imipramina
Fluido oral  0.02496+0.00134 -0.00518+0.01336  0.9971+0.00198
Plasma 0.00123+0,00054 -0.00512+0.00337  0.9983+0.0013
Paroxetina
Fluido oral  0.03229+0.00147 -0.01642+0.02765 0.9968+0.00183
Plasma 0.00129+0.00080 -0.00305+0.00477  0.9981+0.00131
Nortriptilina
Fluido oral  0.03405+0.00184 -0.00844+0.02536  0.9973+0.0015
Plasma 0.00914+0.00102  -2.33x10°+7x10"  0.03814+0.01836  0.9969+0.00132
Fluvoxamina
Fluido oral  0.02428+0.00165 -9.99x10°+3x10°®  0.00833+0.02520  0.9968+0.00227
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Tabla 15. (continuacion)

Muestra y=a+bx
Compuesto o - 5
bioldgica Pendiente (b) Intercept (a) r
Plasma 0.00403+0.00025 0.00365+0.0022 0.9980+0.00092
Amitriptilina
Fluido oral ~ 0.01027+0.00056 0.00270£0.00736 0.9960+0.00234
Plasma 0.00863+0.00031 0.00142+0.00845 0.9978+0.00107
Norfluoxetina
Fluido oral ~ 0.02281+0.00136 -0.00774+0.02313 0.9962+0.00200
Plasma 0.01525+0.00262 -0.00466+0.000668 0.9978+0.00180
Sertralina
Fluido oral  0.04149+0.00662 -0.02183+0.03957 0.9957+0.00164
Plasma 0.01236+0.00087 -0.00389+0.00627 0.9982+0.00124
Fluoxetina
Fluido oral  0.03184+0.00214 -0.01989+0.02891 0.9966+0.00193
Plasma 0.02001+0.00383 0.00401+0.00686 0.9975+0.00149
Norclomipramina
Fluido oral ~ 0.04591+0.01693 -0.00181+0.03951 0.9965+0.00200
Plasma 0.00779+0.00048 -0.00399+0.00262 0.9983+0.00146
Clomipramina
Fluido oral ~ 0.02082+0.00071 -0.01252+0.01802 0.9968+0.00217

6.4.4.3 Precision y exactitud

Como se describié anteriormente, se estudio la precision y la exactitud,
tanto en plasma como en fluido oral, a 4 niveles de concentracion (LLOQ,
concentracion baja, media y alta), en el mismo dia y en dias diferentes. En la
Tabla 16 aparecen recogidos los resultados de la precision y la exactitud intra e
interdia en plasma para todos los compuestos, expresados en términos de C.V.
(precision) y M.R.E. (exactitud). La Tabla 17 muestra los resultados obtenidos
en fluido oral. En todos los casos se cumplieron los criterios de aceptacion, es

decir, valores de C.V. y M.R.E. inferiores al 15%, excepto para el LOQ, para el

gue se aceptan valores inferiores al 20%.
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Tabla 16. Principales parametros de validacion del método analitico en plasma. La precision, exactitud y la intensidad
relativa de iones se calcularon a LOQ (2 6 4ng/mL), concentracion baja (20ng/mL), concentracion media (500ng/mL) y
concentracion alta (1000ng/m) con respecto al rango estudiado. El rendimiento de la extraccién se calcul6 a 20 y 800ng/mL.

o Precisién y Precision y Intensidad
Concentracion  Rendimiento  exactitud intradia  exactitud interdia relativa de
Compuesto (ng/mL) extr(a‘l)z;non (n=5) (n=5) iones (N=5)
C.V. M.R.E. C.V. M.R.E. Media C.v.
LOQ=2 8.72 -15.99 14.73 -1.96 2.56 10.71
4 3.86 1.39 8.77 3.16 252 9.56
. 20 67.29 1.84 4.50 3.67 -1.22 2.50 9.65
Venlafaxina
500 1.84 4.50 3.67 -1.22 242 9.49
800 69.56
1000 6.84 6.09 2.36 2.35 2.43 9.52
LOQ=2 5.43 4.79 6.18 15.31 2.68 5.17
4 3.24 3.54 9.08 3.13 2.70 5.40
. 20 73.6 1.53 3.88 5.47 -3.59 271 4.02
Citalopram
500 5.49 -10.17 5.47 -10.17 2.69 4.63
800 68.60
1000 5,65 11.45 2.20 3.40 2.7 4.66
LOQ=2 6.92 -14.97 12.27 -9.97 16.18 11.17
4 2.94 -0.93 10.16 -9.65 16.00 6.20
. . 20 71.95 0.80 10.92 6.00 291 15.25 7.21
Desipramina
500 4.42 -7.97 2.11 0.32 15.93 5.50
800 68.34
1000 3.11 4.79 1.90 -0.26 15.74 2.94
LOQ=2 6.99 -2.06 8.22 11.23 4.46 2.67
4 2.96 -1.39 10.88 -2.51 451 1.89
. . 20 70.29 1.32 -2.23 5.05 -3.18 4.47 0.47
Imipramina
500 6.48 -11.21 2.95 -0.89 4.45 1.58
800 69.78
1000 5.31 8.3 2.39 1.97 4,45 1,64
LOQ=2 6.88 -1.64 4.39 17.29 1.44 9.35
4 3.16 1.54 11.23 -6.19 1.44 9.61
. 20 71.19 0.93 -6.95 5.03 -7.12 1.53 11.44
Paroxetina
500 5.73 -10.02 2.58 2.14 1.46 7.12
800 75.81
1000 4.98 5.88 1.28 0.48 1.45 8.42
LOQ=2 8 -2.98 5.27 12.14 1.08 6.77
4 4.53 1.07 11.03 -5.12 1.08 3.69
. 20 69.30 1.68 0.01 5.84 -5.04 1.09 1.19
Nortriptilina
500 6.13 -7.93 291 1.13 1.08 1.54
800 68.17
1000 4.23 7.17 1.81 0.77 1.09 1.40
LOQ=10 6.8 -12.8 6.68 5.78
20 74.94 6.63 -4.90 8 -1.6 6,81 4.58
Fluvoxamina 500 1.47 -15.61 3.51 -0.95 6.77 2.88
800 74.49
1000 5.44 -3,97 1.32 0.95 6.77 2.79
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Tabla 16. (continuacion)

o Precision y Precision y Intensidad
) Rendimiento ) ) ) ) )
Concentracion o exactitud intradia exactitud interdia relativa de
Compuesto extraccion ]
(ng/mL) %) (n=5) (n=5) iones (n=5)
(]
C.v. M.R.E. C.v. M.R.E. Media C.V.
LOQ=4 2.06 -8.39 11.52 -18.94 1.17 2.83
20 73.83 1.53 3.88 6.22 3.14 1.16 1.98
Amitriptilina 500 5.76 -8.49 2.38 -0.24 1.16 161
800 73.42
1000 5.61 8.26 1.95 -0.85 1.15 3.33
LOQ=4 3.78 -10.79 13.21 -18.06 10.35 22.79
20 74.59 1.79 2.27 6.21 -0.36 10.24  18.42
Norfluoxetina 500 7.56 -4.63 2.85 0.19 1155 23.02
800 14.77
1000 4.47 7.56 3.26 -2.71 11.66 23.02
LOQ=2 5.34 7.48 9.87 9.37 1.14 7.84
4 3.77 -3.86 14.70 -8.96 1.13 5.24
) 20 66.87 1.42 -4.35 10.34 -3.90 1.14 5.30
Sertralina
500 7.08 -5.88 3.01 0.15 1.13 4.16
800 71.29
1000 8.04 13.92 2.37 0.63 1.14 4.73
LOQ=2 10.26 -2.81 7.69 11.19 3.09 15.24
4 6.4 -4.74 13.88 -12.02 2.78 11.57
. 20 68.43 291 -2.20 5.1 -3.47 3.01 13.09
Fluoxetina
500 7.32 -7.51 1.64 0.71 2.88 13.91
800 68.65
1000 3.79 2.96 1.99 0.45 2.87 14.52
LOQ=2 10.01 -8.14 5.03 5.58 19.61 5.84
4 3.60 1.85 13.68 -9.46 19.78  12.43
. . 20 68.25 2.07 -3.32 6.09 -1.44 21.03 7.40
Norclomipramina
500 5.60 -7.69 3.48 1.01 20.26  9.07
800 68.48
1000 8.04 13.92 2.46 0.13 20.1 9.46
LOQ=2 7.48 -0.93 9.42 16.81 4.29 7.33
4 1.10 -1.50 12.82 -7.83 4.37 4.54
. . 20 67.29 1.25 -5.21 4.89 -6.60 4.35 4.22
Clomipramina
500 6.89 -7.60 2.82 1.18 4.37 3.17
800 69.56
1000 4,71 7.28 1.38 0.66 4.36 1.87
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Tabla 17. Principales parametros de validacion del método analitico en fluido oral. La precision, la exactitud y la
intensidad relativa de iones se estudiaron al LOQ (2ng/mL), concentracion baja (4ng/mL), concentracién media
(100ng/mL) y concentracion alta (500ng/ml) con respecto al rango estudiado. El rendimiento de la extraccion (R.E.) se
calcul6 a 10 y 250ng/mL.

o ) Precisién y Intensidad
Precision y exactitud
Concentracion ) exactitud interdia relativa de iones
Compuesto R.E intradia (n=5)
(ng/mL) (n=5) (n=5)
C.V. M.R.E. C.V. M.R.E. Media C.V.
LOQ=2 3.45 291 9.13 -4.84 241 5.36
4 3.92 5.35 6.60 6.94 2.37 4.63
. 10 68.02
Venlafaxina
100 6.84 3.57 10.01 1.64 2.34 411
250 72.36
500 6.34 9.30 2.35 0.70 2.37 4.23
LOQ=2 0.92 7.69 8.05 10.54 2.69 3.96
4 2.46 1.03 7.36 3.70 2.67 1.96
. 10 64.82
Citalopram
100 7.95 -0.57 6.53 3.92 2.66 1.28
250 70.04
500 5.14 7.61 2.49 2.32 2.68 1.76
LOQ=2 2.79 -6.38 13.45 -3.64 15.96 6.18
4 7.72 -1.13 9.58 0.45 15.96 5.94
) . 10 61.25
Desipramina
100 7.95 -0.57 6.53 3.92 15.22 3.48
250 67.79
500 7.36 12.94 2.49 -0.22 15.52 4.95
LOQ=2 181 1.50 10.55 5.52 4.37 3.07
4 3.90 -2.01 7.82 1.49 4,52 1.79
) ) 10 61.51
Imipramina
100 6.52 -2.58 7.99 2.00 4.37 1.24
250 69.47
500 4.49 7.12 251 117 4.42 1.68
LOQ=2 1.25 -1.67 16.03 7.19 1.50 7.50
4 6.03 -2.20 6.78 -0.005 15 4.45
) 10 57.00
Paroxetina
100 -3.95 7.05 1.22 -3.95 1.45 5.22
250 66.88
500 4.09 10.72 3.16 1.59 1.47 5.14
LOQ=2 5.21 -0.34 14.60 3.62 1.08 4.16
4 9.07 -4.18 8.29 -0.12 1.09 1.88
o 10 58.48
Nortriptilina
100 8.97 -2.46 6.14 2.37 1.09 3.55
250 67.24
500 6.42 11.03 213 0.61 1.09 3.23
LOQ=2 10.56 -17.33 16.78 -6.91 6.55 15.99
4 7.30 -7.81 16.78 -7.89 7.15 11.93
) 10 61.36
Fluvoxamina
100 5.61 -1.80 7.25 -0.29 6.70 157
250 72.33
500 10.63 8.75 141 0.56 6.78 1.85
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Tabla 17. (continuacion)

Precisiéon y Intensidad
) Precisién y exactitud ) ) ) )
Concentracion ) exactitud interdia relativa de iones
Compuesto R.E. intradia (n=5)
(ng/mL) (n=5) (n=5)
C.V. M.R.E. C.v. M.R.E. Media C.V.
LOQ=2 4.74 -16.37 18.78 -7.93 1.24 7.00
4 9.41 -6.66 8.04 -5.79 1.18 5.38
o 10 61.95
Amitriptilina
100 5.15 2.54 8.36 6.83 1.23 6.14
250 70.36
500 4.47 4.14 3.39 -0.44 1.20 5.27
LOQ=2 11.14 -9.25 15.63 0.96 10.27 19.11
4 9.69 -6.52 12.71 -12.24 11.99 9.92
) 10 48.72
Norfluoxetina
100 5.41 0.47 7.40 5.09 12.24 11.85
250 65.03
500 4.67 11.33 2.61 -0.08 12.05 12.78
LOQ=2 6.42 -2.77 8.59 9.71 1.10 8.53
4 13.78 -10.68 10.44 -7.75 112 9.21
) 10 49,51
Sertralina
100 7.31 -1.84 7.63 4.16 1.12 4.46
250 65.00
500 8.91 3.02 1.71 1.91 1.13 4.68
LOQ=2 9.09 -9.09 12.19 6.69 2.93 13.81
4 4.80 -3.70 14.93 -5.42 2.89 5.78
. 10 49.21
Fluoxetina
100 6.55 0.05 8.42 2.01 2.85 7.81
250 66.09
500 4.29 10.52 2.26 1.53 2.88 9.01
LOQ=2 3.37 -0.88 18.64 -8.09 19.59 10.42
4 6.20 -6.08 9.47 -8.37 20.00 8.21
. . 10 53.19
Norclomipramina
100 8.40 1.00 8.38 581 19.68 4.54
250 66.18
500 3.66 7.41 2.82 0.52 19.52 4.79
LOQ=2 4.42 2.26 16.44 10.20 4.21 5.03
4 8.61 0.80 8.21 -2.58 4.28 4.53
. . 10 53.52
Clomipramina
100 7.59 -4.78 7.18 0.16 4.33 4.53
250 66.36
500 4.67 6.74 2.40 1.80 4.31 2.47
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6.4.4.4 Limites

El limite de deteccion (LOD) se calculé teniendo en cuenta la
concentracion de analito que dio lugar a una sefal 3 veces superior a la sefal
ruido, pudiéndose distinguir a esta concentracion las dos transiciones
monitorizadas para cada compuestos. De esta forma, el LOD se establecio en
0.5ng/mL en ambos medios biolégicos, de forma que todos los compuestos

estudiados cumpliesen ambos requisitos.

El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) se determiné teniendo en
cuenta la concentracion de analito que pudo ser cuantificado con adecuada
precision y exactitud, es decir, con un C.V. y un M.R.E. < 20%. Asi, el LLOQ
en plasma fue de 2ng/mL, excepto para amitriptilina, norfluoxetina y
fluvoxamina, cuyo LLOQ fue de 4ng/mL. En fluido oral, el LLOQ fue de 2ng/mL
para todos los compuestos. En las Figuras 33 y 34 se muestran los
cromatogramas de todos los compuestos a una concentracion de 2ng/mL en

plasma y fluido oral, respectivamente.

El limite superior de cuantificacion (ULOQ) se corresponde con
concentracibn mas alta del rango de calibracion estudiado, siendo de
1000ng/mL en plasma y de 500ng/mL en fluido oral.

060727-7 3 MRM of 13 Channels ES+
100 o

12 13

~

o

10 11
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©

0 T T T T T T T T ¢ T Y T Y T 7 ] T T ¥ T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 £.00

Fig. 33. Cromatogramas superpuestos de las transiciones cuantificadoras de los antidepresivos en plasma a

2ng/mL (concentracion correspondiente al LLOQ mas bajo). 1:Venlafaxina, 2:Citalopram, 3:Desipramina,

4:lmipramina, 5:Paroxetina, 6:Nortriptilina, 7:Fluvoxamina, 8:Amitriptilina, 9:Norfluoxetina, 10:Sertralina,

11:Fluoxetina, 12:Norclomipramina, 13:Clomipramina.
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Fig. 34. Cromatogramas superpuestos de las transiciones cuantificadoras de los antidepresivos en fluido oral a
2ng/mL  (LLOQ). 1:Venlafaxina, 2:Citalopram, 3:Desipramina, 4:lmipramina, 5:Paroxetina, 6:Nortriptilina,
7:Fluvoxamina, 8:Amitriptilina, 9:Norfluoxetina, 10:Sertralina, 11:Fluoxetina, 12:Norclomipramina, 13:Clomipramina.

6.4.4.5 Rendimiento de la extraccién

Este parametro se calcul6 a una concentracioén baja y una alta dentro del
rango estudiado, mediante la comparaciébn de muestras dopadas con los
analitos antes y después de realizar la extraccion, y afiadiendo el patron interno
después de la extraccién en todos los casos (cinco replicados). En plasma, se
calculé a 20 y 800ng/mL, y en fluido oral a 10 y 250ng/mL. Los valores de este
parametro estuvieron comprendidos entre el 49% y el 72%. El rendimiento
obtenido ha sido un poco bajo para la mayoria de los compuestos; sin
embargo, estos valores son aceptables, ya que permitieron llevar a cabo la
cuantificacion de modo preciso y exacto a todas las concentraciones,

incluyendo el LLOQ, cumpliéndose el principal criterio exigido [1,4,5].
6.4.4.6 Intensidad relativa de los iones

Las Tablas 16 y 17 muestran el valor medio de la intensidad relativa de
las transiciones monitorizadas para todos los compuestos, en plasma y saliva,
respectivamente, asi como el C.V. de los valores obtenido en cinco dias
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diferentes, a cuatro concentraciones distintas. Los valores de C.V. estuvieron
comprendidos entre 0.47-16%, excepto para norfluoxetina, para el que los
fueron del 18-23%. Estos resultados indican la gran utilidad de este parametro
como criterio cualificador adicional a la presencia de las 2 transiciones

monitorizadas para cada compuesto y al tiempo de retencion.
6.4.4.7 Efecto matriz

La evaluacion de la posible presencia de un fendmeno de efecto matriz
se realiz6 empleando las mismas condiciones que las utilizadas en la
metodologia analitica. Como se explicé previamente, el experimento se realizé
mediante la infusidon post-columna continua de los analitos en estudio y los
patrones internos (1pg/mL en fase moévil), en “T” con el eluyente del sistema
cromatografico. Con esta configuracion, se compararon los cromatogramas
obtenidos tras la inyeccién de fase movil con los obtenidos tras la inyeccion de
muestras de plasma y saliva blancos, previamente extraidas segun el

procedimiento anteriormente descrito.

En todos los casos, la sefial obtenida tras la inyeccion de las muestras
blanco de plasma o saliva fue similar a la obtenida tras la inyeccion de fase
movil (efecto matriz cero) a los tiempos de retencion de los analitos, lo que
indica la ausencia de supresion o aumento de la sefial de los mismos en
presencia de la matriz biolégica, sea ésta plasma o fluido oral, al emplear esta
metodologia (Figuras 35 y 36). En ambas matrices, si se dio este fenbmeno en
los primeros 0.5 minutos (Figuras 35.Ay 36.A). En el caso del fluido oral, puede
apreciarse también un descenso de la sefal tras la elucion de los compuestos,

entre el minuto 6 y 6.75 (Figura 36.C).
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Figura 35. Cromatogramas del TIC, es decir, conteniendo todas las transiciones monitorizadas, obtenidos tras la
inyeccion de fase mavil (parte superior, en verde) y de una muestra blanco de plasma extraida (parte inferior, en
rojo), simultanea a la infusion post-columna de los analitos. A: Cromatogramas del TIC de la primera funcién del
MRM:- R* cromatoaramas del TIC de la fiincién 2 de MRM: C* cromataaramas del TIC de |a funcion 2 de MRM.
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Figura 36. Cromatogramas del TIC, es decir, conteniendo todas las transiciones monitorizadas, obtenidos tras la
inyeccion de fase movil (parte superior, en verde) y de una muestra blanco de fluido oral extraida (parte inferior, en
rojo), simultanea a la infusion post-columna de los analitos. A: Cromatogramas del TIC de la primera funcion del
MRM; B: cromatogramas del TIC de la funcién 2 de MRM; C: cromatogramas del TIC de la funciéon 3 de MRM.
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6.4.4.8 Estabilidad

Se llevé a cabo el estudio de estabilidad de los compuestos en la matriz
bioldgica tras someterlos a tres ciclos de congelado/descongelado, congelando

a -20 °C, y descongelando a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Los resultados mostrados en las Tablas 18 (en plasma) y 19 (en saliva)
indican la estabilidad de los compuestos tras exponerlos a estas condiciones,
excepto en el caso de la sertralina en saliva, para la que se encontré un ligero

descenso de la sefial a concentracion de 250ng/mL.

Tabla 18. Resultados de la estabilidad de los antidepresivos en estudio en plasma al someter las muestras a tres ciclos
de congelado/descongelado. Se muestran los valores de precisién (C.V.) y exactitud (M.R.E) con respecto a los
resultados obtenidos para las muestras control.

10ng/mL 500ng/mL
Compuesto

C.v. M.R.E. C.V. M.R.E.

Venlafaxina 4.49 3.27 2.76 -1.20
Citalopram 5.89 0 0.74 -1.51

Desipramina 5.00 -5.78 3.74 -4
Imipramina 6.77 -15.28 0.94 -0.45
Paroxetina 5.94 25 3.73 4.87
Nortriptilina 452 -8.22 3.2 0.16
Fluvoxamina 13.2 281 11.87 16.32
Amitriptilina 7.81 -16.72 8.30 -4.33
Norfluoxetina 4.76 21.98 0.42 1.9
Sertralina 6.21 -19.49 8.23 6.21
Fluoxetina 4.81 17.22 2.57 3.53
Norclomipramina 6.45 1.39 1.06 -0.41
Clomipramina 6.44 -14.03 2.31 1.02
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Tabla 19. Resultados de la estabilidad de los antidepresivos en estudio en fluido oral al someter las muestras a tres
ciclos de congelado/descongelado. Se muestran los valores de precision (C.V.) y exactitud (M.R.E) con respecto a los
resultados obtenidos para las muestras control.

10ng/mL 250ng/mL
Compuesto

C.v. M.R.E. C.V. M.R.E.

Venlafaxina 4.20 0.40 2.97 3.84
Citalopram 1.57 2.17 3.56 2.17
Desipramina 1.66 4.00 2.64 -2.04
Imipramina 3.26 -6.95 3.04 -4.22
Paroxetina 1.89 10.03 3.08 -11.47
Nortriptilina 3.39 3.67 2.57 -7.87
Fluvoxamina 6.40 8.31 7.40 -10.23
Amitriptilina 8.00 -13.64 2.46 -11.5
Norfluoxetina 4.40 9.59 3.43 -18.00
Sertralina 10.81 -9.60 6.03 -33.40
Fluoxetina 6.02 11.81 4.15 -16.35
Norclomipramina 5.16 1.77 2.37 -17,25
Clomipramina 8.21 -11,32 1.65 -20.35

6.5. Aplicacion de la metodologia al analisis de muestras reales

6.5.1 Andlisis de muestras clinicas y forenses

La metodologia analitica descrita en este trabajo se aplicé como técnica

de confirmacion y cuantificacién al andlisis de casos reales remitidos al Servicio

de Toxicologia del Instituto Medicina Legal de la Universidad de Santiago de

Compostela durante los afios 2005 y 2006.

Los casos en los que se encontraron antidepresivos representaron el

1.4% de los registrados en el Servicio durante estos dos afios. Un 69.6% de los

casos positivos a antidepresivos fueron mujeres, y la procedencia de las

muestras fue mayoritariamente hospitalaria (76.8% de los casos). Los niveles

de antidepresivos encontrados fueron superiores a los terapéuticos en un 25%

de los casos,

encontraron

benzodiacepinas, en el 50% de ellos.
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Figura 37. Numero de casos en los que se encontré cada antidepresivo incluido en el método analitico utilizado.

NP° casos

N° casos positivos a cada antidepresivo
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O fluoxetina
O venlafaxina
B amitriptilina

O citalopram
W sertralina
O imipramina

O paroxetina
O fluvoxamina
B clomipramina

Tabla 20. Casos positivos a antidepresivos durante los afios 2005 y 2006.

NO

Antidepresivo

Otras sustancias

caso/afio Edad/Sexo Procedencia (ng/mL) presentes (pl/sa)
i ini i itario- fluoxetina= 33.4
90/05 64/Mujer Hospital Clinico U_nlver5|tar|o ) fenotoina= 11.02ug/mL
Urg. (Santiago) norfluoxetina= 38.2
i inci fluoxetina= 174.6
554/05 53/Mujer Hospital Prov_lnC|aI Conxo ) diacepam= 5.66ng/mL
(Santiago) norfluoxetina= 47.3
104305  19/Mujer  Hospital Clinico Universitario- citalopram= 424 -
Urg. (Santiago)
i - amitriptilina= 13.9
1104/05 57/Mujer Hospital do_Ba_rbanza Urg. .p ! )
(Ribeira) nortriptilina= 26.8
1111/05 39/Mujer Hospital do_Ba_rbanza-Urg. citalopram= 118.6 alprazolam= 61.62ng/mL
(Ribeira)
. Hospital Clinico Universitario- citalopram= 684.4
1215/05 32/Mujer . alprazolam= 305.3ng/mL
: Urg. (Santiago) paroxetina=15.7 P g
fluoxetina= 299.1
] . Norfluoxetina= 273.9 )
1245/05 70/Mujer Juzgado de Ordenes o diacepam=43.8ng/mL
amitriptilina= 47.1
nortriptilina= 69.07
1346/05 70/Mujer Juzgado de Lalin imipramina= 592 -

desipramina= 660

paroxetina= 32
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Tabla 20. (continuacion)

Procedencia

Antidepresivo
(ng/mL)

Otras sustancias
presentes (pl/sa)

casgl;)aﬁo Edad/Sexo
1367/05 22/Hombre
1383/05 43/Mujer
1892/05 48/Hombre
1903/05 34/Mujer
o
1988/05 34/Mujer
2009/05 57/Hombre
2106/05 34/Mujer
2117/05 34/Mujer
2/06 31/Mujer
17/06 39/Mujer
69/06 39/Hombre
88/06 62/Hombre
179/06 29/Hombre
207/06 31/Mujer
237/06 28/Mujer
290/06 38/Hombre
300/06 26/Mujer

Hospital Clinico Universitario-
Urg. (Santiago)

fluoxetina= 74.25
norfluoxetina= 13.6

diacepam= 209.7ng/mL

Hospital Clinico Universitario-
Urg. (Santiago)

fluoxetina= 314
norfluoxetina= 265

bromacepam= 815.7ng/mL

Hospital Psiquiatrico Conxo-
UAE (Santiago)

amitriptilina= 10ng/mL
sertralina= 5ng/mL

tetracepam= 92.66ng/mL
bromacepam= 90.88ng/mL

Hospital do Barbanza-Urg.
(Ribeira)

citalopram= 204.4

paroxetina= 765

bromacepam= 214.73ng/mL
alprazolam= 137.42ng/mL

Juzgado N° 2 de Noia

sertralina= 495

Hospital do Barbanza-Urg.
(Ribeira)

paroxetina= 813

alprazolam= 1218ng/mL
bromacepam= 452ng/mL

Loracepam= 174ng/mL

Juzgado de Muros

amitriptilina= 36.5
nortriptilina= 28

Hospital Clinico Universitario-
UCI A (Santiago)

venlafaxina= 1671.6

alprazolam= 670.8ng/mL
loracepam= 428.3ng/mL
midazolam= 148.5ng/mL

Hospital do Barbanza-Urg.
(Ribeira)

venlafaxina= 651.2

Hospital Clinico Universitario-
Urg (Santiago)

clomipramina= 1633.2

norclomipramina= 316.4

alprazolam= 344.65ng/mL

Hospital do Barbanza-Urg.
(Ribeira)

venlafaxina= 3929.4

alprazolam= 207.2ng/mL

Hospital do Barbanza-Urg.
(Ribeira)

sertralina=82.5

alprazolam= 25.3ng/mL

alcohol etilico= 0.86g/L

Hospital Provincial Conxo-
UCI (Santiago)

venlafaxina=29.48

clomipramina= 20.34

midazolam= 48.6ng/mL

metamizol, mepivacaina

Hospital Provincial Conxo-
uCl

fluoxetina= 26.33
norfluoxetina= 39.98

metamizol, lamotrigina

Hospital Clinico Universitario-
UCI A (Santiago)

clomipramina=443
norclomipramina=113.58

alprazolam= 199.4ng/mL

Hospital Provincial Conxo-
Urg. (Santiago)

sertralina= 503.7

Hospital Psiquiatrico Conxo
(Santiago)

citalopram= 45.66

Hospital Clinico Universitario-
Urg. (Santiago)

venlafaxina= 2514.3

alprazolam= 214ng/mL
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Tabla 20. (continuacion)

o .
N ~ Edad/Sexo Procedencia Antidepresivo (ng/mL) Otras sustancias
caso/afio presentes (pl/sa)
349/06 65/Hombre Juzgado N°2 de Cambados citalopram=48.5 -
paroxetina=5.4
374/06 21Mujer ~ Hospital ?F‘;isgrrg?”za'urg' amitriptilina= 448.2 diacepam= 95.25ng/mL
nortriptilina= 135.27
749/06 65/Hombre Juzgado N° 2 de Cambados citalopram= 48.6 -
780/06 27/Hombre Hospital Clinico Universitario- citalopram= 221.4 alcohol etilico= 2.41ng/mL
Urg. (Santiago)
. Hospital do Barbanza-Urg. . _
806/06 35/Mujer (Ribeira) citalopram= 38.04 -
i ini i itario- amitriptilina= 494.2
868/06 86/Hombre Hospital Clinico U_nlversnarlo p . )
Urg. (Santiago) nortriptilina=71.9
i ini i itario- amitriptilina= 304
869/06 58/Mujer Hospital Clinico U_nlversnano . p )
Urg. (Santiago) nortriptilina= 144.4
. Hospital Clinico Universitario- amitriptilina= 341.8 .
870/06 14/Mujer ) alcohol etilico= 2.16g/L
J Urg. Ped. (Santiago) nortriptilina= 171.4 ¢
917/06 40/Mujer Hospital Clinico U_nlversnano- paroxetina= 38.1 alprazolam= 48.4ng/mL
Urg. (Santiago)
alprazolam= 7.62ng/mL
957/06 38/Mujer Hospital c(ti;iE;rrl;?nza-Urg. venlafaxina= 271.9 loracepam= 64.41ng/mL
benzoilecgonina= 401.8ng/mL
i ini i itario- alcohol etilico= 2.34g/L
989/06 28/Hombre Hospital Clinico U_nlversnano citalopram= 12.5 9
Urg. (Santiago) alprazolam= 45.16ng/mL
sertralina= 68.3
1036/06  46Mujer  HOSPIal Clinico Universitario- — yiniina= 1176.6 .
Urg. (Santiago)
nortriptilina= 127.3
i ini i itario- amitriptilina= 337.2 diacepam= 381.7ng/mL
1063/06 66/Mujer Hospital Clinico U_nlversnano .p. . p g
Urg. (Santiago) nortriptilina= 245.3 loracepam= 6.6ng/mL
i - clomipramina= 354.75
1194/06 47/Mujer Hospital do.Ba.rbanza Urg. p . _ i
(Ribeira) norclomipramina= 253
. Hospital Clinico Universitario- fluoxetina= 53.51
1224/06 29/Mujer g alprazolam= 27.88ng/mL
J Urg. (Santiago) norfluoxetina= 128.86 P g
1299/06 48/Muijer Hospital Clinico Universitario- sertralina= 6.2 -
Urg. (Santiago)
1312/06 29/Mujer Hospital Clinico Universitario- paroxetina= 68 diazepam= 2ng/mL

Urg. (Santiago)
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Tabla 20. (continuacion)

NO

Otras sustancias

~ Edad/Sexo Procedencia Antidepresivo (ng/mL)
caso/afio presentes (pl/sa)
venlafaxina= 236.14
; Hospital Clinico Universitario- L _
1352/06 39/Mujer Urg. (Santiago) amitriptilina= 87.59 bromacepam= 318.28ng/mL
nortriptilina= 125.33
sertralina= 3.7
1359/06 28/Mujer Juzgado N° 1 de Ortigueira clomipramina= 205.75 loracepam= 62.45ng/mL
norclomipramina= 375.27
i ini i itario- fluoxetina< LOD
1469/06 12/Mujer Hospital Clinico Unlyer5|tar|o )
Ped Esc. (Santiago) norfluoxetina= 8
sertralina= 8.45
1476/06 36/Hombre Hospital Barbanza-Urg. imipramina< LOD -
(Ribeira)
desipramina= 20.48
i ini i itario- fluoxetina= 30.3 loracepam= 17.5ng/mL
1533/06 A4/Mujer Hospital Clinico inver5|tar|o _ . p g
Urg. (Santiago) norfluoxetina< LOD diacepam= 197.7ng/mL
Hospital Clinico Universitario- . _
1576/06 0/Hombre Urg. Ped. (Santiago) citalopram= 28.2ng/mL -
. ) amitriptilina= 1279
1580/06 46/Mujer Juzgado N° 3 de Santiago o -
nortriptilina= 1216.8
1581/06 69/Hombre Juzgado de Negreira venlafaxina= 740.12 -
paroxetina= 311
1848/06 66/Mujer Juzgado de Ordenes imipramina= 205.93 -
desipramina= 788.5
) ) amitriptilina= 2980.15
1893/06 39/Mujer Juzgado N° 3 de Santiago oo -
nortriptilina= 3700.78
1952/06 26/Mujer  Hospital Clinico Universitaria- paroxetina= 83.93 -
Urg. (Santiago)
5%)'%25 19/Hombre Juzgado N° 5 de Vigo paroxetina= 26 cannabis= 336ng/mL
lormetacepam= 47.4ng/mL
. amitriptilina= 411.7 alprazolam= 187.96ng/mL
56(:7%26 31/Mujer Juzgado N° 1 de Betanzos P P g

nortriptilina= 147.72

loracepam= 15.62ng/mL

metadona= 920ng/mL
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En las figuras 38-40 se muestran, como ejemplo, los cromatogramas de

las transiciones cualificadoras y cuantificadoras de los antidepresivos hallados

en el analisis tres casos reales distintos.

3. MRM of

2 Channels

465 306 >
04 T T T T T T T T T T T T
3.40 360 400 420 4.40 480 0 5.00 520
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100 2 2364
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Figura 38. Caso 1036/06, que presenté concentraciones de sertralina= 68.3ng/mL, amitriptilina= 1176.6ng/mL y
nortriptilina= 127.3ng/ml. En la imagen se muestran los cromatogramas de las dos transiciones monitorizadas para
cada uno de estos compuestos obtenidos tras el andlisis de la muestra.
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Figura 39. Caso 1848/06, que present6 concentraciones de paroxetina= 311ng/mL, imipramina= 205.93ng/mL y
desipramina= 788.5ng/ml. En la imagen se muestran los cromatogramas de las dos transiciones monitorizadas

para cada uno de estos compuestos obtenidos tras el andlisis de la muestra.
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Figura 40. Caso 1352/06, que presenté concentraciones de venlafaxina= 236.14ng/mL, amitriptilina= 87.59ng/mL
y nortriptilina= 125.33ng/ml. En la imagen se muestran los cromatogramas de las dos transiciones monitorizadas
para cada uno de estos compuestos obtenidos tras el andlisis de la muestra.

6.5.2 Estudio preliminar de la correlacién entre los niveles de

antidepresivos en plasmay saliva

En esta etapa de muestreo preliminar nos encontramos con una serie de

problemas que tendran que ser solventados en el futuro:

- Las muestras fueron recogidas durante un periodo de 3 meses, pero
aun asi sélo se han reunido muestras de ocho pacientes.

- De estos ocho pacientes, so6lo en 4 ocasiones se dispuso de muestra
de plasma y fluido oral de dos semanas consecutivas. Esto se debi6 a
gue en dos pacientes sOlo se tomO muestra la primera semana por
coincidir la segunda toma con periodo vacacional. En un tercer

paciente, el volumen de saliva recogido con el Salivette® fue nulo.
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Los resultados obtenidos tras el analisis de las muestras disponibles se

recogen en la Tabla 21. Las conclusiones que pueden derivarse de estos

resultados son las siguientes:

En 5 de los seis pacientes para los que se analizd la muestra de
plasma de dos semanas distintas, los niveles plasméaticos
intraindividuales del farmaco administrado se mantuvieron constantes.
En el caso N° 7 la falta de concordancia en los niveles plasmaticos de
las dos semanas se debio a un aumento en la dosis administrada la
segunda semana.

De los 5 pacientes para los que se dispuso de muestras de dos
semanas distintas, el antidepresivo administrado en dos de los casos
fue la venlafaxina (casos 1y 7), y en un tercer caso, citalopram (caso
8), encontrandose en todos ellos una buena correlacién entre los
niveles de farmaco en plasma y fluido oral en las dos semanas. En los
dos casos restantes, los antidepresivos administrados fueron sertralina
y clomipramina (casos 3 y 5, respectivamente), y no se encontrd
correlacion en los niveles plasma/fluido oral en ninguno de ellos.

El tiempo de vida media no parece que juegue un papel relevante en lo
referente a las correlaciones plasma/fluido oral. La buena correlacién
gue obtuvimos en el paciente 8 a tratamiento con citalopram, asi como
en los pacientes 1 y 7, a tratamiento con venlafaxina, farmacos con
muy diferente valor de ty,, permite encaminarnos hacia esa conclusion,
aunque esta afirmacion debe realizarse con ciertas precauciones, ya
gue el numero de pacientes incluidos hasta el momento no es elevado,
y no permite extraer conclusiones definitivas a ese respecto. Por ello,
algunos parametros como el intervalo de muestreo deberan ser

incluidos en los proximos estudios.
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Tabla 21. Concentraciones de antidepresivos encontradas en plasma y saliva, asi como la correlacion de los niveles obtenidos en
ambos medios en los casos en los que se dispuso de muestra en las dos semanas.

AD . Relacion
o]
N° caso Edad/sexo administrado Semana Plasma (ng/mL) Fluido oral (ng/mL) PL/FO
venlafaxina= 179.79
1 clomipramina= 12.05 venlafaxina= 234.484 0.767
venlafaxina norclomipramina=13.40
1 60/mujer 150mg retard
1 dosis/dia venlafaxina= 152.81
2 clomipramina= 2.76 venlafaxina= 206. 952 0.738
norclomipramina= 2.49
sertralina= 308.71 sertralina= 2.68
. 1 ) . 115.276
sertralina citalopram= 9.363 citalopram< LOD
2 44/hombre 100mg
is/di sertralina= 332.388
3 dosis/dia 2 . MND )
citalopram= 16.8
sertralina 1 sertralina= 43.09 sertralina= 4.2 10.26
3 44/mujer 100mg
1 dosis/dia 2 sertralina= 40.54 sertralina= 1.8 22.49
Sertralina 1 sertralina= 17.41 sertralina= 1.28 13.62
4 73/mujer 100mg
1 dosis/dia MND - - -
clomipramina= 42.42 clomipramina= 4.4 9.65
1 norclomipramina= 130.65 ~ erclomipramina= 8.85
14.76
clomipramina Clo+norclo= 57.12 Clo+norclo=18.56 9.03
5 47/hombre 75mg
1 dosis/dia clomipramina= 51.1 clomipramina= 0.8 63.87
2 norclomipramina= 110.02  norclomipramina= 2.6 42.31
Clo+norclo=161.12 Clo+norclo= 3.4 47.39
1 citalopram= 64.36 citalopram= 38.27 1.68
6 é é
MND - - -
1 venlafaxina= 62.6 venlafaxina= 346.3 0.18
venlafaxina citalopram= 83.4 citalopram= 161.0 '
7 37/hombre ~ 150mg retard
1 dosis/dia ) venlafaxina= 186.2 venlafaxina= 792.8 0.23
citalopram= 11 citalopram= 14.8 '
Citalopram 1 citalopram=49.3 citalopram=16.5 2.99
8 37/mujer 20mg Retard
1 dosis/dia 2 citalopram= 46.6 citalopram= 14.4 3.24

AD: antidepresivo; PL: plasma; FO: fluido oral; MND: muestra no disponible
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Debido a los problemas encontrados, esta primera fase, mas que
resultados concluyentes en cuanto a la correlacion de los niveles, o que nos
permitid es efectuar un cambio en el protocolo establecido en el estudio, de

forma que en el futuro:

- Se incluirhn més centros en el suministro de muestras.

- Los dispositivos empleados hasta ahora en la recoleccion de las
muestras de saliva, Salivette®, seran sustituidos por el Quantisal™, que
permiten detectar cuando se ha alcanzado el volumen adecuado de
muestra mediante la aparicion de una banda coloreada.

- Se estudiaran distintos intervalos de muestreo para evaluar la
influencia de la vida media de los farmacos en la correlacion de las

concentraciones entre plasma y saliva.

Las Figuras 41 y 42 muestran los cromatogramas de las transiciones
cualificadoras y cuantificadoras de los antidepresivos encontrados en uno de
los pacientes participantes, en plasma y en fluido oral, en las semanas 1y 2,

respectlvamente.
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Figura 41. Cromatogramas de las transiciones empleadas en la deteccién de venlafaxina, clomipramina y

norclomipramina obtenidos tras el analisis de las muestras de plasma (A) y fluido oral (B) del caso N° 1 la semana 1.
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Figura 42. Cromatogramas de las transiciones empleadas en la deteccién de venlafaxina, clomipramina y
norclomipramina obtenidos tras el andlisis de las muestras de plasma y fluido oral del caso N° 1 la semana 2.
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7.1. THE IMPROVEMENT ON HIGH-THROUGHPUT BY MEANS OF ON-LINE
SPE TECHNIQUES

Three main stages can be distinguished in the development of an
analytical method: the sample preparation, the analytes separation-detection,

and the handling of the results.

With the introduction of atmospheric pressure interphases (API), LC-
MS(/MS) has reached an important recognition in the bioanalytical field, since it
combines the power of separation provided by the LC with the great selectivity
of mass spectrometry detection [1,2]. Both advantages have made it possible to
develop very rapid and efficient analysis with this technique, allowing for the
evaluation in only minutes [3,4]. In addition, the majority of these instruments
incorporate software(s) which facilitate the data process and the interpretation

of the results.

As a result of the above, sample clean up has become the rate-limiting
step of the analytical process, limiting the throghput of current fast LC-MS/(MS)
analysis [2,5]. Despite the high selectivity provided by LC-MS, the direct
injection of complex biological matrices should be avoided since
macromolecules present in the sample, such as proteins, quickly damage the
supports for the analytical separation and cause the system to clog. In addition,
an inconvenience associated with the use of LC-MS, mainly in the ESI mode, is
the matrix effect that endogenous components of the sample may cause, giving
rise to signal suppresion or enhacement resulting from competition with the
analytes ionization process. Therefore, the sample treatment process can not
be completely avoided in order to ensure the reliability of the quantitative results

obtained.

For sample clean up, different sample preparation procedures have been
used. Some of them included simple filtration or the protein precipitation and/or
centrifugation, techniques normally not sufficiently efficient to remove all
substances that cause matrix effect [6]. Thus, conventional extraction
techniques such as liquid-liquid extraction or solid-phase extraction continue
being the ones employed in most of the developed methodologies. However,
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these techniques are generally performed off-line, being time-consuming and,
therefore, a limiting factor in the high-throughput analysis. One approach to
facilitate these processes has been the design of automatic systems to carry

out the extraction, with the introduction of SPE robots and 96-well plates.

The introduction of on-line SPE-LC-MS procedures has really pushed
foward the fast bioanalytical determination for high-throughput, allowing the
automation of the entire analytical process without compromising sensibility and
precision. Moreover, sensibility relatively to other techniques such as filtration or
precipitation is increased as the whole sample can be injected into the LC-MS

system.

One alternative that allowed for direct injection was the development of
supports, since large molecules from the biological matrix can readily pass
through the column while the analytes of interest can be retained under
aqueous conditions, and subsequently eluted by with yhe use of high organic
solvents. There are different supports, such as the so-called restricted access
media (RAM), large particle size (LPZ) and the monolithic supports, which can
be used in the single column configuration or, more frequently, in the column-
switching approach. Several papers have been published using these systems
[5,7,8,9], including some which allow the analysis of one or different types of

antidepressants [10-13].

i, 12 e
= Pump E Pump 1 ﬁ 4’ '“‘i\ Detector
— '.;. 1 :I
— 1\:\_: -.-.;‘_.-'
Detectar M ﬁ Pump 2
A. Single column B. Column-switching

Figure 43. Representation of the on-line SPE by means of an extraction support. In the column-switching configuration (B),
the extraction support is moved in line with the analytical column when the clean-up has already finished (from [2]).
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A different approach is the utilization of automated on-line SPE systems
with the use of disposable cartridges, which accomplish the entire process of
conditioning, sample loading, washing and elution at constant flow rates,
yielding better precision relative to off-line driven extraction procedures and
without the need of a pre-concentration step as the whole eluate is introduced
into the LC column. These systems have one clamp where the SPE is carried
out to, subsequently, perform the elution by transferring the cartridge to a
second clamp, leaving the first one free so that a second sample can be
extracted while the previous is being analysed. This way, SPE can be
performed in parallel with the LC-MS run, eliminating the extra time that the
SPE involves. Another advantage is the possibility of minimazing carry-over
employing several washing steps of the system after extraction, as well as the
utilization one-use cartridges. This alternative has been successfully employed
for the analysis of different compounds [14-16], as described in the following

section sample case.
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7.2. METHODOLOGY DESCRIPTION
7.2.1 Instrumentation

Sample extraction was performed using the on-line SPE Symbiosis™
Pharma System (Spark Holland™, Emmen, The Netherlands). The system is
composed of two integrated units: the Reliance™ autosampler with two binary
LC pumps integrated and the on-line SPE unit Prospekt-2 system (consisting of
the automated cartridge exchange (ACE) unit and two high-pressure dispensers
(HPD)). The entire system was operated by the SparkLink™ software (version
3.10, Spark Holland™).

A Quattro Premier triple quadrupole mass spectrometer (Micromass,
Waters Corp.) was employed. All aspects of data acquisition were controlled by
MassLynx NT 4.0 software with automated data processing using the

TargetLynx™ software (Waters Corp.).

Symbiosis Pharma System Quattro Premier MS/MS

Reliance™ Autosampler Propekt-2 system

Cooling sample storage Injector n

/\ A : Left clamp Right clamp
LC pumps ACE

Figure 44. On-line SPE Symbiosis Pharma System coupled to Quattro Premier tandem mass spectrometer.
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7.2.2. On-line SPE- LC-MS/MS

7.2.2.1. Sample Extraction: On-line SPE

Oasis MCX (cation exchange mode) Prospekt™ cartridges (Waters
Corp.) were employed. The extraction was performed from 50uL of plasma
sample, which was previously diluted with 950uL of 0.1% formic acid, the later
to allow the compounds to be in the ionizated form and favour their retention by
the extraction columns. Before extraction, 50uL of a mixture of the internal
standads (imipramine-d3, desipramine-d3, clomipramine-d3, fluoxetine-d6 and

paroxetine-d6) at a concentration of 0.1mg/mL was added.

The following SPE program was subsequently used (Figure 44): after
conditioning of the cartridges with 1mL of methanol, 1mL of water and 1mL of
0.1% formic acid (Figure 44.A), 100pL of the diluted plasma sample was applied
onto the MCX extraction column using 1mL of 0.1% formic acid as transport
solvent. Clean up was accomplished with successive 1mL washes of 0.1%
formic acid and methanol in order to wash out salts and endogenous
interferences present in the biological sample (Figure 44.B). The cartridge was
then physically moved with a robotic arm to the elution clamp (right) in line with
the LC pumps, leaving the extraction clamp (left) ready to start with a new
sample. While the elution step was being performed, a new cartridge was
conditioned, loaded and washed in the left clamp. The elution was performed
with 300uL of 5% ammonia in methanol (at 100uL/min). Following the elution
step, several automated clamp and valve washes were carried out to avoid
contamination between samples. The time needed for the entire extraction

process was 20 minutes.
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Figure 45. Scheme of the on-line SPE-LC system coupled to the MS/MS. (A) While loading the sample into the sample loop, the first SPE cartridge is being
conditioned in the left clamp. (B) Loading of the sample onto the cartridge followed by the washing steps. (C) The cartridge is moved to the right clamp,
where the sample is eluted; the analytes are subsequently retained on the focussing column. Simultaneously, a second sample is subjected to the initial
procedure of extraction in the left clamp. (D) After the elution step, the MS valve is switched and the analytes are directed to the analytical column in
connection to the MS/MS. Following the analysis of the first sample, the second SPE cartridge is transferred to the right clamp in order to be eluted and
analysed.
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7.2.2.2. Chromatographic conditions

Focussing of the eluate was simultaneously performed as the
compounds were eluted from the SPE cartridge by the use of a focussing
column, Gemini C18 guard column (4 x 2.0 mm, 5um) (Phenomenex, Torrance,
CA, USA), and a gradient elution with 10 mM ammonium bicarbonate (pH 10)
(A) and acetonitrile (B) (Figure 44.C). The gradient was carried out starting from
0% B and a flow rate of 1 mL/min for 3 min, as the eluate was diverted to the
waste using the MS/MS Rheodyne® switching valve. At minute 3.01, a switch of
the valve delivered the eluent to the analytical Gemini C18 column (150 x 2 mm,
5um) (Phenomenex) (Figure 44.D) to start with the separation of the
compounds at a flow rate of 0.3mL/min and 50% B over the next minute. From
minute 4 to 5, B was subsequently increased to 70%, and then kept for 6.5 min.
At minute 11.5, B was increased to 95% in 1.5 minutes before returning to 50%
within 0.5 minutes and equilibrating for 4.5 minutes. At minute 18, a switch of
the MS/MS valve diverted again the eluent to the waste, returning to the initial
conditions to be ready for the analysis of the following sample. The applied

gradient allows the elution of all the compounds within 14 minutes.

The SPE and the LC-MS/MS analysis are performed in parallel. As the
time required for both processes is the same, when the analysis of the first
sample is finished, the second sample is ready to start the chromatographic

process, avoiding the extra time which involves the off-line sample preparation.
7.2.2.3. Tandem Mass Spectrometry

A Quattro Premier triple quadrupole mass spectrometer (Micromass,
Waters Corp.) was used. lonization was achieved using electrospray in positive
mode (ESI+). Nitrogen was used as nebulisation and desolvation gas at a flow
rate of 800L/h and heated to 350°C. Capillary voltage and source block

temperature were 1 kV and 120°C, respectively.

The appropriate multiple reaction monitoring (MRM) conditions for the
individual compounds were established by infusion of standard solutions

(200ng/mL, in 10mM ammonium bicarbonate (pH 10) - acetonitrile (50:50, v/v))
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into the mass spectrometer and the cone voltage (CV) optimised to maximise

the intensity of the protonated molecular species [M+H]". The signal of the most

abundant product ions for each compound to be used in the MRM method were

optimized maintaining the collision gas (argon) pressure at 3.5x10° mBar and

adjusting the applied collision energy. Two transitions were monitored for each

antidepressant studied. For the corresponding deuterated analogues, only one

transition was monitored.

Table 22. Selected MRM conditions. retention time and internal Standard used for each compound.

MRM Function Compound Selected transition CVv CE tr IS
Function 1:
372.1-5147.9 35 . .
MRM of 2 Trazodone 372 1—>176 0 40 25 6.9 Imipramine-d3
transitions 2lz.22170.0
. . 1 .
Fluvoxamine 319.1>70.8 25 > 7.4 Paroxetine-dé
319.1-86.8 15
296.1 . 8
Norfluoxetine 96.1-30.0 15 7.8 Fluoxetine-d6
296.1-133.9 6
Function 2: Paroxetine 330.1-69.8 40 28 7.9 Paroxetine-d6
MRM of 11 330.1-»192.1 20
transitions Paroxetine-dé 284.2-,88.8 32 35 7.9
. 325.1-108.8 25 . .
Citalopram = 30 8.0 Imipramine-d3
325.1-5115.8 25
Venlafaxine 218.1o57.8 20 18 8.4 Imipramine-d3
278.1-260.1 12
. . 12 )
Fluoxetine 310.1-43.9 20 9.1 Fluoxetine-dé
310.1-5147.9 8
Fluoxetine-d6 316.1-543.9 12 20 9.1
267.2—44.0 30
Desipramine - 25 9.6 Desipramine-d3
267.2-71.8 15
Desipramine-d3 270.2-74.8 15 25 9.6
i : 264.1-590.8 20
Function 3: Nortryptiline = 25 10.3 Desipramine-d3
MRM of 16 264.1—5233.2 15
transitions
301.1-43.9 35
Norclomipramine - 25 10.9 Clomipramine-d3
301.1»71.8 20
281.2-557.7 35
Imipramine 81255 25 114 Imipramine-d3
281.2-585.7 10
Imipramine-d3 284.2—88.8 18 25 114
. 306.1-158.8 30 .
Sertraline = 15 11.7 Fluoxetine-d6
306.1-5275.0 12
278.1 . 25
Amitryptiline 8.1-90.8 30 12.5 Desipramine-d3
Function 4: 278.1-5104.8 20
MRM of 16 . . 315.1-557.9 30 . .
transitions Clomipramine 315.1_85.8 30 18 13.8 Clomipramine-d3
Clomipramine-d3 318.1-»88.8 20 30 13.8

Underlined transitions were used for quantifying purpose.
CV: cone voltage (V); CE: collision energy (eV); tr: Retention time (min); IS: internal standard used for each compound
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7.2.3. Method validation

The validation process was performed in accordance to the criteria

established by international associations in the papers cited in chapter 6.
7.2.3.1. Selectivity

The selectivity of the method against endogenous interferences was
verified by examination of the chromatograms obtained after the extraction of
six different blank plasma samples conserved in two different anticoagulants
(sodium citrate (n=3) and sodium fluoride (n=3)). The selectivity was also
adequate when analysing plasma samples spiked with a solution containing 27

benzodiazepines at 2pug/mL.
7.2.3.2. Calibration model

The calibration model which best described the relationship between the
theoretical concentration and the mass spectrometer response for each
compound was studied in the range from 10 up to 1000ng/mL by analysing
freshly prepared standard curves at 7 calibration levels (10, 25, 50, 125, 250,
500 and 1000ng/mL), on six different days.

Quantitation was performed by integration of the area under the most
prominent MRM transition for each compound in reference to the integrated
area of the deuterated analogues. A weighted (1/x) linear regression line was
applied for all the compounds, except for trazodone, nortriptyline and
norclomipramine, for which a quadratic response was found to be more

suitable, obtaining determination coefficients (r?) > 0.99 in all cases.
7.2.3.3. Limit of quantitation

The limit of quantitation (LOQ) was selected taken into account the lower
calibrator for which the calculated concentration was within 20% of the nominal
value and the relative standard deviation (RSD) was less than 20%. Thus, the

selected LOQ was 10ng/mL for all the compounds.
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Figure 46. Chromatograms of the quantifying transitions for all the antidepressants at the LOQ= 10ng/mL.

7.2.3.4. Precision and accuracy

Intra-assay precision and accuracy were evaluated by analysing five
replicates of plasma QCs at three concentration levels (40, 200 and 800ng/mL)
on the same run. Inter-assay precision and accuracy were evaluated by
replicated analysis of the three QCs on six different days. The results obtained,
expressed in terms of C.V. (precision) and M.R.E. (accuracy), fulfilled the

accepted criteria in all cases.
7.2.3.5. Recovery

In order to optymalize the elution conditions i.e. elution volume and flow rate, a
1000 pg/L calibrator (n=3) was injected in the absence of both the analytical
and focusing column. As such the compounds achieve directly the MS/MS as

they elute from the SPE cartridge. In a second experiment, performed to
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calculate de total recovery, a 1000 pg/L calibrator (n=3) was loaded and
washed in a first SPE cartridge while a second cartridge was placed in series to
determine the breakthrough of the first one. Both cartridges where subsequently
eluted independently. Recovery was considered to be the ratio between the
response obtained after elution of the first cartridge and the total response (sum
of both, the first and the second SPE cartridge).

That way, recovery was calculated to be higher than 99% for all the

compounds.

Table 23. Main validation parameter results, including calibration model, matrix effect and intra and inter-assay precision and
accuracy for all the compounds.

Intra-assay precision Inter-assay precision and
i i and accuracy (n=5 accuracy (n=6
Compound Concentration Matrix y (n=5) y (n=6)
(ng/mL) effect (%)
C.V. M.R.E. C.V. M.R.E.
LOQ=10 5.9 6 10.0 0.4
40 6.1 9.0 115 2.5
trazodone 200 1.5 16.6 7.0 -0.2
800 4,7 -13.4 13.2 -15.8
1000 10.9

Calibration curve (n=6): slope x2=-0.00018+0.00018, Slope x=0.51466+0.17751, intercept=0.3562+0.539678,
r*=0,9984+0,0012

LOQ=10 35 -9.3 4.3 -16.6
40 7.2 4.8 10.9 -8.8
fluvoxamine 200 3.3 8.3 7.6 -5.3
800 3.8 5.5 8.7 0.9
1000 16.8
Calibration curve (n=6): Slope x=1.41972+0.28316, intercept=0.3562, r’=0.9981+0.00166
LOQ=10 18.2 -4.0 15.3 -1.8
40 7.5 14.0 14.3 2.8
norfluoxetine 200 3.8 18.1 15.0 -3.4
800 7.5 10.1 8.6 0.2
1000 0.5
Calibration curve (n=6): Slope x°= -0.00003+0.00005, Slope x=0.23949+0.06704, intercept=0.3562, r°’=0.9974+0.00223
LOQ=10 4.3 -6.0 5.5 -7.8
40 6.4 2.0 6.5 -3.8
paroxetine 200 2.2 6.4 7.2 -3.2
800 4.3 0.9 8.8 0.7
1000 6.7

Calibration curve (n=6): Slope x=0.90145+0.04974, intercept=0.3562, r?=0.9987+0.00142
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Table 23. (continuation)

Matrix Within-day precision and Between-day precision
Compound cOQES?&rSmn (o/ffsf%cr:al accuracy (n=5) and accuracy (n=5)
reduction) C.V. M.R.E. C.V. M.R.E.
LOQ=10 6.23 -1.50 4.4 -2.6
40 4.4 10.3 7.8 7.8
citalopram 200 2.0 11.0 7.8 0.7
800 2.8 -0.4 10.1 -2.4
1000 5.9
Calibration curve (n=6): Slope x=0.35105+0.03558, intercept=0.13407+0.4376234, r?=0.9977+0.00174
LOQ=10 1.9 -3.0 10.9 0.4
40 5.6 10.0 12.5 7.8
venlafaxine 200 1.7 13.7 10.4 -0.8
800 55 -2.4 13.0 -1.8
1000 10.6
Calibration curve (n=6): Slope x=0.56466+0.04281, intercept=0.28126+1.28545305, r°=0.9975+0.00046
LOQ=10 5.7 15 14.2 -0.2
40 7.3 9.5 10.7 0.0
fluoxetine 200 3.0 10.0 9.8 -1.8
800 8.3 2.1 9.9 1.8
1000 12.1
Calibration curve (n=6): Slope x=1.15306+0.10708, intercept=0.3562, r’=0.9986+0.0011
LOQ=10 3.5 9.5 111 1.8
40 54 8.2 5.4 1.3
desipramine 200 3.1 6.9 6.2 -2.8
800 3.2 3.8 111 -11
1000 9.1
Calibration curve (n=6): Slope x=1.19887+0.07724, intercept=-0.14990+0.8318427, r’=0.9990+0.00099
LOQ=10 11.4 1.8 7.8 -7.2
40 6.4 4.3 8.4 -4.8
nortriptyline 200 3.6 5.5 8.3 -4.0
800 5.1 1.7 13.6 0.0
1000 11.8
Calibration curve (n=6): Slope x=0.31639+0.02680, intercept=0.3562, r’=0.9985+0.0011
LOQ=10 10.5 -0.5 6.3 -10.6
40 6.5 0.0 15.4 -8.5
norclomipramine 200 155 135 7.0 -15
800 3.4 -0.2 55 1.1
1000 10.4
Calibration curve (n=6): Slope x’= 0.00011+0.00006, Slope x=0.45436+0.0548, intercept=0.3562, r’=0.9968+0.00337
LOQ=10 3.0 55 6.5 1.4
40 23 8.5 6.4 0.3
imipramine 200 1.3 131 7.4 -1.0
800 3.8 34 11.4 0.8
1000 7.1

Calibration curve (n=6): Slope x=1.20045+0.06889, intercept=-0.11744+2.0591444, r’=0.9972+0.0028
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Table 23. (continuation)

Matrix Within-day precision and Between-day precision
i accuracy (n=5 and accuracy (n=5
Compound Concentration effect y (n=5) y (n=5)
(ng/mL) (% signal
reduction) C.V. M.R.E. C.V. M.R.E.
LOQ=10 3.9 -55 8.8 -7.4
40 5.2 5.5 141 -7.0
sertraline 200 3.5 11.0 9.2 -3.1
800 5.5 6.3 7.6 3.1
1000 15.2
Calibration curve (n=6): Slope x=0.72268+0.07656, intercept=0.3562, r’=0.9975+0.00305
LOQ=10 6.1 -12.8 17.0 -6.0
40 5.9 -4.3 10.1 12.0
amitriptyline 200 3.1 1.6 9.2 9.1
800 4.2 0.7 9.7 -2.5
1000 22.8
Calibration curve (n=6): Slope x=0.36453+0.05850, intercept=0.3562, r’=0.9977+0.00128
LOQ=10 3.2 -7.5 12.0 -4.2
40 6.5 9.8 9.9 3.8
clomipramine 200 17 9.6 7.5 3.6
300 5.1 -4.5 10.3 1.0
1000 17.7

Calibration curve (n=6): Slope x=0.82176+0.36736, intercept=0.3562, r’=0.9973+0.00268

7.2.3.6. Assessment of matrix effect

The potential effect of the sample matrix in the response of the analytes
was evaluated on two different ways. One of them consisted of the standard
post-column infusion experiment previously described on chapter 6. Thus, a
mixture of the drugs and their internal standards (10ng/mL at a flow rate of
10uL/min) was continuously infused to produce a constant elevated response in
the MRM channels. The interference of this constant response was monitored
following the injection of plasma samples [in two different anticoagulants:
sodium citrate (n=3) and sodium fluoride (n=3)] and compared to the response
following the injection of mobile phase. The second type of experiment
compares the peak responses after the analysis of a blank plasma sample
spiked at 1000ng/mL calibrator (n=3) to those obtained from water spiked at the

same concentration level.
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Matrix effect was calculated to be less than 20% in all cases, except for
amitriptyline, for which a reduction in the signal about 23% was found (Table
24).

7.2.3.7. Stability studies

The stability of the drugs was evaluated by analysing diluted plasma
samples after 48 hours of storage at 6+ 2<C in the autosampler. For this
purpose, samples of blank plasma (50uL) were diluted with 950uL of formic acid
0.1% and spiked at concentrations of 40, 200 and 800ng/ml. Three of them at
each concentration level (control samples) were spiked with the internal
standards (IS) and analyzed immediately. The same procedure (n=3) at the
three QC levels was performed after the storage of the samples for 24 and 48
hours in the autosampler. The stability after three freeze/thaw cycles was also
investigated. Control samples (n=3) and stability samples were prepared at
concentration of 40 and 200ng/mL. Then, the IS were added to the control
samples and they were analyzed immediately. The stability samples (n=3 at
each concentration level) were subjected to three freeze/thaw cycles by
freezing at -20°C for 24 h, thawed, and then maintained at ambient temperature
for 1 h after being frozen again. After the three cycles, the samples were spiked

with the IS and analyzed.

The mean values obtained at the studied levels for the stability samples
were within a limit of confidence >80% and <120% with respect to the mean

values obtained for the control samples at the same concentration.
7.2.4. Analysis of real cases.

This methodology was applied to the analysis of 11 authentic samples
from clinical cases which were previously analysed by liquid chromatography

coupled to a diode array detector (LC-DAD) using a routine screening method.

The results obtained are shown in Table 24.
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Table 24. Results from the real cases after the screening analysis and their confirmation and
guantitation after their analysis with the on-line SPE-LC-MS/MS method.

Case N° Results LC-DAD Results SPE-LC-MS/MS

(Screening)

Trazodone (+) Trazodone: 946ng/mL
51026/792 . .
Venlafaxine (+) Venlafaxine : 191.4ng/mL
Fluoxetine (+) Fluoxetine : 214ng/mL
051109/927 ) .
Norfluoxetine (+) Norfluoxetine : 170ng/mL
051111/954 Trazodone (+) Trazodone: 1963ng/mL
Fluoxetine (+) Fluoxetine: 381ng/mL
051104/874 ) )
Norfluoxetine (+) Norfluoxetine: 95ng/mL
Amitryptiline (+ Amitryptiline: 132ng/mL
051029/816 yP . ) P . ¥
Nortryptiline (+) Nortryptiline: 90ng/mL
051102/862 Trazodone (+) Trazodone: 1284ng/mL
051102/857 Amitryptiline (+) Amitryptiline: 1542ng/mL
100+ 8.37 278 11>9557e?
=] venlafaxine
T T T T T T
5.00 6.25 6.50 6.75 7.00 725 7.50 7.75 5.00 §.25 8.50 8.75 9.00 .25 9.30
8.37 2781 > 2@1) 1
5 ThHet
=
0 T T T T i T i T T T T T T
5.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 775 5.00 8.25 8.50 875 9.00 9.25 9.50
“ n T s
#] trazodone
O“I'‘"\""I""\""I‘"'\""I""\""I T T T T T
5.00 6.25 6.50 6.75 7.00 725 7.50 7.75 5.00 §.25 8.50 8.75 9.00 .25 9.30
6.87 721>
=
0 T T T T T T T T T T T T T T T Time
5.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 775 5.00 8.25 8.50 875 9.00 9.25 9.50

Figure 47. Chromatograms of the selected transitions for venlafaxine and trazodone after the analysis of
case number 51026/792. Concentrations found for both compounds are specified in table 26.
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Conclusiones

1. Se ha desarrollado una metodologia empleando la cromatografia de
liguidos acoplada a la espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)
gue permite la determinacion simultdnea de 9 antidepresivos y 4 de sus
principales metabolitos a partir de muestras de plasma y fluido oral,
previa extraccion de los compuestos a partir de dichos medios biolégicos
mediante la utilizacion de un sistema automatico de extraccion en fase

solida.

2. El método ha sido satisfactoriamente validado de acuerdo con las
normas propuestas en guias publicadas a este fin por organismos
reconocidos a nivel internacional. Los pardmetros estudiados han sido la
linealidad (2, 4 6 10-1000ng/mL en plasma y 2-500ng/mL en fluido oral,
con r* >0.99), la precision y la exactitud intra e interdia (CV y MRE <
15%), el limite de deteccién (0.5ng/mL) y el limite de cuantificacion (2, 4
0 10ng/mL), la recuperacion (49-72%), la intensidad relativa de los iones
(CV < 20%), el efecto matriz (ausencia de supresion o aumento de la
sefiall 'y la estabilidad después de tres  ciclos de
congelacion/descongelacion (CV y MRE < 20%), cumpliéndose los

criterios establecidos para cada uno de ellos en todos los casos.

3. Se ha aplicado la metodologia descrita al analisis de muestras reales
remitidas al Servicio de Toxicologia del Instituto de Medicina Legal de la
Universidad de Santiago de Compostela. La procedencia de la mayor
parte de las muestras positivas a antidepresivos fue hospitalaria
(76.8%), tratandose en un 69.7% de los casos de mujeres. En el 25% de
los casos los niveles de antidepresivos detectados estuvieron por
encima de los terapéuticos, y en el 50% de las muestras se encontraron

otras sustancias, generalmente benzodiacepinas.

4. Se ha iniciado un estudio para evaluar la posible correlacion entre los
niveles de antidepresivos en plasma y saliva mediante la aplicacion de la
metodologia descrita al analisis de muestras procedentes de pacientes
psiquiatricos a tratamiento con estos farmacos. En esta primera fase se
han procesado muestras procedentes de ocho pacientes, de los cuales
s6lo en seis casos se dispuso de ambos tipos de especimenes de dos
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semanas distintas, por lo que este estudio deberd continuarse hasta
procesar un numero de muestras significativo desde el punto de vista
estadistico. Este estudio preliminar ha llevado a la obtencién de ciertas
conclusiones acerca de correcciones en el protocolo a seguir en un

futuro en cuanto a la toma de muestras.

La utilizacion de LC-MS(/MS) ha demostrado una gran utilidad en la
determinacion de antidepresivos, cuyo andlisis mediante otras técnicas
requiere un tratamiento mas complejo, asi como en su aplicacion a la
determinacion a partir de medios biologicos alternativos como el fluido
oral que, debido a los bajos niveles presentes en el mismo, requieren de

técnicas que suministren una elevada sensibilidad.
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Perspectivas

El estudio que se presenta en esta memoria representa los primeros
eslabones de un proyecto mas ambicioso, y que pretende abarcar otros

objetivos mas complejos, entre los que figuran:

= En primer lugar, se pretende adaptar el método descrito a la
determinacion de antidepresivos en otros medios biolégicos como orina
(mediante la deteccién de glucurénidos) y en pelo, ya que no siempre
no siempre que se solicita un andlisis toxicolégico se dispone de las

muestras de plasma para las que la metodologia ha sido validada.

= Se pretende, asimismo, continuar con el estudio preliminar iniciado
sobre la correlacion de concentraciones entre plasma y saliva. Por ello,
se continuara con la recolecciéon de ambos especimenes, modificando

el protocolo establecido, tal y como se comentd previamente.

» Finalmente, la metodologia desarrollada serd una de las herramientas
utilizadas en un estudio farmacogenético cuyo objetivo sera identificar
las bases genéticas de las diferencias interindividuales halladas en la
respuesta a los antidepresivos. Estas diferencias heredadas, basadas
fundamentalmente en las enzimas que llevan a cabo la metabolizacién
de estos farmacos, han demostrado tener una importante repercusion

tanto en la eficacia terapéutica como en la toxicidad de estos farmacos.
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Abstract

This paper describes the analytical methodology for the determination of MDMA, MDA, MDEA and MBDB in oral fluid.
After a liquid-liquid extraction, the analysis was carried out by high performance liquid chromatography (HPLC), with
fluorescence detection. The detector wavelength was fixed at 285 nm for excitation and 320 nm for emission. The mobile phase,
a mixture of phosphate buffer (pH = 5) and acetonitrile (75:25), and the column, Kromasil 100 C8 5 wm 250 mm x 4.6 mm,
allowed good separation of the compounds in an isocratic mode in only 10 min. The method was validated and showed good
limits of detection (2 ng/mL) and quantitation (10 ng/mL) for all the amphetamine derivatives. No interfering substances were
detected. A stability study of these compounds in oral fluid stored at three different temperatures (—18, 4 and 20 °C) over 10

weeks was conducted, showing a time-dependent degradation of the four compounds.

© 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: MDMA; MDA; MDEA; MBDB; Oral fluid; HPLC; Fluorescence

1. Introduction

Drug dependency is a very serious health problem in the
world. Many substances are used as recreational drugs
including the amphetamine derivatives, MDMA (3,4-methy-
lenedioxymethamphetamine), MDA (3,4-methylenediox-
yamphet amine), MDEA (3,4-methylenedioxyethylamphe-
tamine) and MBDB (N-methyl-1-(3,4-methylenedioxyphe-
nyl)-2-butamine), as stimulants or hallucinogens. Their use
is increasing sharply in the last few years. In Spain the
number of tablets confiscated increased 62% between 2001

* Corresponding author. Tel.: +34 981582327,
fax: +34 981580336.
E-mail address: apimlgel@usc.es (A. Cruz).

and 2002, whereas the number of abuse and dependent
ecstasy treatments increased from 226 in 1996 to 335 in
2001 [1].

For these reasons it is very useful to have a very quick,
sensitive and specific procedure for detecting these drugs in
biological samples in clinical and forensic settings.

Oral fluid (OF) is considered as the main alternative
matrix to blood to document recent use of medicines or
drugs of abuse [2]. OF contains saliva and other fluids and
substances which are present in oral cavity. Substances tend
to be detectable in OF for shorter periods than in urine,
typically for the 12-24 h after consumption [3]. The greatest
advantages of OF are non-invasive sample collection and
staff can directly observe patients when they produce the
samples, usually by placing a collection tube or device in

0379-0738/$ — see front matter © 2005 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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their mouth; this assures staff that the sample comes from the
patient and the procedure respects the patients’ dignity. The
disadvantage of OF is that people are sometimes unable to
produce sufficient amounts of fluid for analysis.

Only a few studies have published the detection of
amphetamine derivatives in OF. The technologies applied
were GC-MS [2,4] and LC-MS/MS [5-7]. GC-MS is a very
sensitive and specific method, but its main disadvantage is
that amphetamines need derivatization, which is time con-
suming and expensive. LC-MS/MS 1is one of the best
technologies but there are a lot of toxicology laboratories
that cannot afford such instrumentation.

HPLC with fluorescence detection is among the most
used techniques for the analysis of MDMA and analogue
compounds. In the literature Sadeghipour and Veuthey
developed a method in serum and tablets [8], Herraez-
Hernandez et al. in plasma and urine [9], Clauwaert et al.
in whole blood, serum, vitreous humor and urine [10], da
Costa and da Matta Chasin in urine [11], Tagliaro et al. [12]
and Kaddoumi et al. [13] in hair. Mancinelli et al. [14]
applied a fluorimetric procedure for the determination of
amphetamines in biological matrices and street samples, and
gave a brief reference to OF.

Stability must be included in the method validation.
Knowledge of the stability of a drug is of importance for
toxicologists in several situations, limitations of a logistic
nature often introduce variable time intervals between
sampling of the matrices and analysis. Even in these kinds
of situations, the toxicologist should be able to determine if
interpretation of the obtained quantitative data can be
performed reliably [15]. Only two stability studies were
found in the literature. Garret et al. [16] investigated the
stability of MDA and MDMA during 47 days in frozen
plasma, and Clauwaert et al. [15] studied the stability of
MDA, MDMA, MDEA and MBDB over a period of 21
weeks in serum, whole blood, water and urine. No refer-
ences were found on the stability of MDMA, MDA,
MDEA and MBDB in OF.

We present a rapid, simple and specific validated method
that allows the simultaneous determination of MDMA,
MDA, MDEA and MBDB in OF using HPLC with fluor-
escence detection, including a preliminary stability study of
amphetamine derivatives over a period of 10 weeks in OF.

2. Experimental
2.1. Chemicals

All the reagents were of analytical-reagent grade. Acet-
onitrile, methanol, potassium dihydrogen phosphate, sodium
hydroxide were purchased from Merck (Darmstadt, Ger-
many), and sodium sulphate anhydride from Panreac (Bar-
celona, Spain). Standards of MDMA, MDA, MDEA and
MBDB were obtained from Lipomed (Arlesheim, Switzer-
land). Standard solutions of each compound were prepared

at a concentration of 1 mg/mL in methanol. Toxitubes A®
from Varian (Middelburg, The Netherlands) were used for
the liquid-liquid extraction.

2.2. Equipment and chromatography

The chromatographic system used was a model 616
Pump, model 717 plus Autosampler and model 474 Scan-
ning Fluorescence Detector from Waters (Milford, Mas-
sachusetts). The detector wavelength was fixed at 285 nm
for excitation and 320 nm for emission, Gain 100. A
Kromasil 100 C8 5 pm 250 mm X 4.6 mm column from
Teknokroma (Barcelona, Spain) was used for the separa-
tion of analytes and, as guard cartridge, a Spherisorb®™ S5
C8 4.6 mm x 10 mm from Waters (Milford, Massachu-
setts). The mobile phase used was a mixture of potassium
dihydrogen phosphate (KH,PO,) 0.03 M pH =5 and acet-
onitrile (75:25) in isocratic mode, pumped at 1 mL/min
flow-rate.

2.3. Sample preparation

2.3.1. Spiked samples

Different volumes of the working standard solutions, that
had been prepared in water, were added to 1 mL of drug-free
OF (obtained from laboratory staff) to obtain spiked OF
samples at 10, 25, 50, 125 and 250 ng/mL.

2.3.2. Liquid-liquid extraction procedure

One milliliters of OF and 1 mL of distilled water were
introduced in a Toxitube A®. After shaking during 15 min
and centrifuging during 10 min at 4800 rpm, the organic
layer (1.4 mL) was collected and transferred to a clean tube.
Five milliliters of NaOH 0.05 M was added. After shaking
for 15 min, and before centrifuging 10 min at 4800 rpm,
8.5 g of anhydrous sodium sulphate was added.

One milliliters of the organic layer was transferred to a
conical tube containing 50 pL of methanolic HCl (5 M
hydrochloric acid in methanol) and evaporated to dryness
under a fine stream of nitrogen at 30 °C. The residue was
reconstituted with 200 wL of mobile phase and a 20 pL
aliquot was injected into the HPLC system.

2.4. Validation of the method

The method was validated for linearity, intra- and inter-
assay precision, recovery, limits of detection and quantita-
tion, selectivity and stability. The analytical validation was
performed according to the guidelines of the FDA [17].

2.4.1. Linearity

Calibration curves were carried out for MDA, MDMA,
MDEA and MBDB at concentrations between 10 and
250 ng/mL (10, 25, 50, 125, 250 ng/mL). The simplest
model that adequately described the concentration—response
relationship was linear regression.
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Table 1
Validation parameters of the described method for the determination of MDA, MDMA, MDEA and MBDB in oral fluid by HPLC/FD
MDA MDMA MDEA MBDB
Linearity 10-250 ng/mL; #* = 0.998 10-250 ng/mL; * = 0.996 10-250 ng/mL; * = 0.998 10-250 ng/mL; * = 0.995
Intra-assay precision (CV%)
25 ng/mL 8.4 33 33 6.4
250 ng/mL 8.6 7.0 6.5 7.1
Inter-assay precision (CV%)
25 ng/mL 7.9 8.6 5.9 8.8
250 ng/mL 16.4 19.1 20 235
Recovery (%)
25 ng/mL 55.4 59.7 61.2 63.0
250 ng/mL 45.4 50.7 53.1 51.3
LOD (ng/mL) 2 2 2 2
2.4.2. Intra- and inter-assay precision i

Precision, expressed as the coefficient of variation (CV)
of the measured values, was expected to be less than 15% at
all concentrations, except for the lower limit of quantitation
(LLOQ), for which 20% was acceptable. For intra-assay
precision six replicates at 25 and 250 ng/mL were analyzed
on the same batch and for inter-assay precision five repli-
cates at 25 and 250 ng/mL were analyzed on five different
days.

2.4.3. Recovery

Three individual extracts and three replicates of the
compounds, prepared directly in the mobile phase, were
injected onto the column. The assay recovery for each
compound was determined as follows: mean peak area of
the extract/mean peak area direct injection x 100. The
recovery was determined at 25 and 250 ng/mL.

2.4.4. Limits of detection and limits of quantitation

The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation
(LOQ) were determined by analyzing decreasing concentra-
tions of the compounds added to drug-free OF. The LOD was
defined as the lowest concentration that produced a response
three times higher than the background noise. The LOQ was
defined as the lowest concentration that could be quantified
with an imprecision <20% and was established as the lowest
point of the calibration graph.

2.4.5. Selectivity

Selectivity is the ability of an analytical method to
differentiate and quantify the analyte in the presence of
other components in the sample. For selectivity, blank oral
fluids from six different sources were analyzed and
potential interfering substances were investigated. For
this propose, several drugs were dissolved in mobile phase
at high concentration (1 pg/mL) and were injected into
the HPLC system under the same conditions of the
method [10].
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Fig. 1. Chromatogram of a blank oral fluid spiked with 2 ng/mL of
MDA, MDMA, MDEA and MBDB.

2.4.6. Stability

A pool sample with MDA, MDMA, MDEA and MBDB at
concentration of 10 ng/mL was prepared in water and in OF. In
the case of OF a pool of blank sample was also prepared. The
pools were divided in 1.5 mL aliquots in Eppendorf tubes.
These tubes were stored at —18, 4 and 20 °C protected from
light. One aliquot of each matrix for each storage condition
was analyzed at different time intervals (weeks 1-4, 6, 8 and
10). For the quantitation, a calibration curve and quality
controls at 10 ng/mL were performed for each stability sample.
The samples stored in water were not extracted.
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Fig. 2. Chromatogram of a blank oral fluid spiked with 10 ng/mL of
MDA, MDMA, MDEA and MBDB.
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Table 2

Drugs investigated as possible interferences in the determination of MDA, MDMA, MDEA and MBDB by HPLC/FD

Drugs of abuse and metabolites
Opiates and relatives
Benzodiazepines

Cocaine, benzoylecgonine, THC, amphetamine, methamphetamine, LSD
Morphine, codeine, methadone, propoxyphene, pentazocine, papaverine, nalorphine
Alprazolam, lorazepam, diazepam, nordiazepam, flunitrazepam, triazolam, oxazepam,

midazolam, bromazepam, medazepam, lormetazepam

Antidepressives

Clomipramine, amitripytiline, nortripytiline, imipramine, citalopram, fluoxetine,

fluvoxamine, venlafaxine

Miscellaneous

Zopiclone, haloperidol, ibuprofen, caffeine, paracetamol, acetylsalicylic acid

Statistical data analysis applied to this stability study was
least squares (y = C + ; TI + B, TE; Tl is the time and TE
is the temperature). The statistical analyses applied were F -
test and #-test. In both tests, P value under 0.05 showed that
the effect was statistically significant. #-Test showed the
effect of the time and of the temperature separately and
F-test showed the effect of the time and the temperature at
the same time.

3. Results and discussion

Under the described conditions the separation of MDA,
MDMA, MDEA and MBDB was  complete
(resolution > 1.5). The run time was only 10 min in isocratic
mode. In the literature, chromatographic methods using
isocratic mode were found, but the run time was over
10 min [11,12], or MDA and MDMA were not completely
resolved [9]. Gradient mode with run time over 20 min was
also performed [10]. Other authors achieved the complete
separation of the amphetamines in 10 min in isocratic mode
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using different columns and mobile phases (composition,
pH) than in the described method [8,14].

The ring-substituted amphetamines exhibited a good
native fluorescence, with excitation and emission maxima
at 285 and 320 nm, respectively. No spectral differences
were found between the different compounds. The same
wavelengths for excitation and emission were used as
described in the literature [8,12].

The validation parameters of the method related to
linearity, intra- and inter-assay precision, recovery, and
LOD, for MDA, MDMA, MDEA and MBDB in oral fluid
are shown in Table 1. Figs. 1 and 2 represent chromatograms
of blank oral fluid spiked with 2 and 10 ng/mL of MDA,
MDMA, MDEA and MBDB. As can be seen CV for inter-
assay precision of MDMA, MDEA and MBDB at 250 ng/
mL was over 15%, which was out of the preferred range.
This may be explained by the absence of internal standard.
The concentration 250 ng/mL is the upper limit of quantita-
tion (ULOQ), the extreme higher value of the calibration
range, so it is not surprising to see this kind of result in the
absence of internal standard. Despite this problem, we

MDMA in Water
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Fig. 3. Stability of MDA, MDMA, MDEA and MBDB in water (at 10 ng/mL).
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Fig. 4. Stability of MDA, MDMA, MDEA and MBDB in oral fluid (at 10 ng/mL).

decided not to use an internal standard because it was very
difficult to find a compound with native fluorescence and
with good chromatographic properties (retention time, reso-
lution) under isocratic conditions.

The list of drugs evaluated as possible interferences are
shown in Table 2. All these drugs were not detectable either
because of the specificity of the fluorescence detector or
because they were no retained in the column or not extracted.
No interfering peaks with MDA, MDMA, MDEA and
MBDB were identified for any screened compounds. These
results are in accord with the literature [10,12].

We found that there was degradation of MDA, MDMA,
MDEA and MBDB in water and in oral fluid. This loss of the
amphetamine derivatives was time-dependent (P < 0.05)
but temperature independent (P > 0.05) for all compounds
in water and in OF, except for MDA in OF that was also
temperature-dependent (P < 0.05). The rates of drug lost
after 10 weeks in water were 12% for MDA, 10% for
MDMA, 13% for MDEA and 14% for MBDB. In OF the
loss was 31% for MDA, 28% for MDMA, 38% for MDEA
and 37% for MBDB. These losses are related to the initial
drug amount. In the case of MDA in OF, 18% of the drug was
lost when the sample was stored at 20 °C in comparison with
the samples stored at 4 and —18 °C. This degradation is
shown in Figs. 3 and 4. No new endogenous interferences
were observed in blank oral fluid stored in the described
conditions.

4. Conclusion

In this work, a rapid, simple and specific method for the
determination of MDMA, MDA, MDEA and MBDB in oral

fluid using high performance liquid chromatography with
fluorescence detection was developed and validated. This
method, with few modifications, was used also successfully
for the determination of amphetamine derivatives in other
biological matrices (whole blood, plasma and urine).

The LOD (2 ng/mL) and LOQ (10 ng/mL) are lower than
the recommended cut-offs in road side testing assessment
(ROSITA) for these compounds (25 ng/mL). Regarding
these limits, it would be expected good analytical results
could also be obtained with lower OF volume (0.5 mL
instead of 1 mL) but validation was not conducted.
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Abstract

A fast method was designed for the simultaneous determination of amphetamine (A), methamphetamine (MA), PMA, MDA, MDMA, MDEA
and MBDB in urine. The drugs were analysed by LC (ESI)-MS/MS, after a simple liquid-liquid extraction in the presence of the deuterated
analogues. Reverse phase separation on an Atlantis dC18 Intelligent Speed column was achieved in less than 4 min under gradient conditions, and
the total run time was 8 min. The method was fully validated, including linearity (1-1000 ng/mL for A, MDMA, MDEA and MBDB; 2-1000 ng/
mL for MDA and PMA; 1-200 ng/mL for MA; #* > 0.99 for all compounds), recovery (>80%), within-day and between-day precision and
accuracy (CV and MRE < 12.7% for intermediate level and ULOQ, and <17.2% for LLOQ), limit of detection (0.2 ng/mL for MDMA, MDEA
and MBDB; 0.5 ng/mL for A, MA and PMA; 1 ng/mL for MDA) and quantitation (1 ng/mL for A, MA, MDMA, MDEA and MBDB; 2 ng/mL for
MDA and PMA) and relative ion intensities. No matrix effect was observed. The procedure proved to be sensitive, specific and rapid, and was

applied to real forensic cases.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Amphetamine; MDMA; PMA; LC-MS/MS; Urine

1. Introduction

Amphetamine (A), a stimulant drug known for many decades,
has been used as a nasal decongestant, an appetite suppressant or
to combat fatigue. Nevertheless, its medical uses are now limited.
Methamphetamine (MA), one of the most common ampheta-
mines, is better known as “‘speed”, “crank”, “crystal”, “ice”,
“go”, “meth” and “oxblood”. Designer amphetamines are
chemically related to amphetamine, include methylenediox-
yamphetamine (MDA), methylenedioxymethamphetamine
(MDMA), methylenedioxyethylamphetamine (MDEA), N-
methyl-benzodioxazoylbutanamine (MBDB) and 4-methox-
yamphetamine (PMA). The street names for these drugs are
“ecstasy”, “adam”, “eve” or “love pill” [1]. These designer
amphetamines have also been classified as entactogens, drugs

* Corresponding author. Tel.: +34 981582327; fax: +34 981580336.
E-mail address: apimlriv@usc.es (M. Lopez-Rivadulla).

0379-0738/$ — see front matter © 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.forsciint.2006.10.004

that enhance communication, understanding and empathy [2].
All of them are considered stimulants with a high potential for
abuse [1].

According to the annual report 2005 of the European
monitoring center for drugs and drug addiction (EMCDDA),
surveys conducted in European countries showed an increase in
amphetamine and ecstasy consumption. In Spain and Portugal
the lifetime prevalence use of amphetamine and ecstasy among
young adults (15-34 years) was, respectively, 2.5% and 0.3%
for amphetamine, and 8% and 1.6% for ecstasy [3].

The excretion of amphetamine and related stimulants mainly
occurs in urine, where substantial amounts of unchanged drug
are present, especially in acidic urine [1]. Methamphetamine is
metabolized to the demethylated active metabolite ampheta-
mine, and MDMA and MDEA to MDA [4].

In a laboratory of forensic toxicology, the typical analysis for
these drugs involves an immunoassay screening method, and
the confirmation and quantitation of the positive cases by
gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) or high

Please cite this article in press as: M. Concheiro et al., Fast LC-MS/MS method for the determination of amphetamine, methamphetamine,
MDA, MDMA, MDEA, MBDB and PMA in urine, Forensic Sci. Int. (2006), doi:10.1016/j.forsciint.2006.10.004
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performance liquid chromatography—mass spectrometry (LC—
MS). The amphetamine immunoassays cannot differentiate
between the amphetamine analogues (e.g., MDMA, MDA,
MDEA), and some false-positive results occur because of
anorectics, other stimulants, other drugs [5] or even, in the case
of urine from cadavers, the presence of degradation amines.

As a confirmatory method, GC-MS has been the most
widely used [6-20], but in this technique a time consuming
derivatization step is required. LC-MS is an interesting
alternative, offering highest sample throughput and less
sample manipulation. In the literature, several LC-MS
methods for the determination of amphetamine and some of
its analogues (MA, MDA, MDMA, MDEA or PMA) in urine
were found [21-28]. For plasma different LC-MS methods for
the determination of amphetamines and designer drugs have
been published [24,27,29-32]. Despite these modern techni-
ques, traditionally the most widely used technique for the
determination of designer drugs by high performance liquid
chromatography (HPLC), was HPLC with fluorescence
detection [33-40].

We have developed and fully validated a simple and rapid
LC-MS/MS method for the simultaneous determination of the
seven most common amphetamines (amphetamine, metham-
phetamine, MDA, MDMA, MDEA, MBDB and PMA) in urine,
after liquid-liquid extraction, with a chromatographic separa-
tion achieved in less than 4 min, and total run time of 8 min.
This method was applied to all amphetamine positive cases in
the National Institute of Legal Medicine of Portugal (Lisbon
Department) between 2003 and 2005.

2. Experimental
2.1. Chemicals

Amphetamine, methamphetamine, PMA, MDA, MDMA, MDEA, MBDB,
MDMA-ds and MBDB-ds, were obtained in the solid form from Lipomed
(Arlesheim, Switzerland). Amphetamine-dg and MDA-ds in methanol at 1 g/L
were obtained from Cerilliant (Round Rock, TX, USA). Formic acid (98—
100%), acetonitrile, water, methanol, hydrochloric acid 25%, diethylether and
sodium hydroxide were from Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium for-
mate was from Fluka (Steinheim, Switzerland). All chemicals and solvents were
at least of analytical grade.

A pH 3.0 ammonium formate buffer was prepared by mixing 1 mL of
ammonium formate 1 M (dissolving ammonium formate 3153 g in 50 mL of
water) and 0.5 mL of formic acid, and adding water until 500 mL. Drug-free
urine was obtained from healthy volunteers.

A mixture methanol:hydrochloric acid (MeOH:HCI, 99:1 v/v), was pre-
pared by mixing 9.9 mL of methanol and 0.1 mL of hydrochloric acid 25%.

2.2. Preparation of stock solutions and standards

Stock solutions of amphetamine, methamphetamine, PMA, MDA, MDMA,
MDEA, MBDB, MDMA-ds and MBDB-ds were prepared at 1 g/L in methanol
and were kept at —20 °C in the dark for a maximum of 6 months. Each day,
working solutions containing amphetamine, methamphetamine, PMA, MDA,
MDMA, MDEA and MBDB at 0.01, 0.1, 1 and 10 mg/L were prepared by
appropriate dilution with methanol. The working solutions of the internal
standards (IS), mixture of amphetamine-ds, MDA-ds, MDMA-ds; and
MBDB-ds at 1 mg/L, were prepared by appropriate dilution with methanol.

2.3. Specimens
Urine samples were frozen at —20 °C until analysis.
2.4. Sample preparation

To 0.5 mL of urine were added 50 nL of a 1 mg/L IS solution, 0.5 mL of
NaOH IN and 3 mL of diethyl ether, in a 10 mL borosilicate tube. The tubes
were rolled for 15 min, and centrifuged at 3500 rcf for 10 min. The organic
phase was transferred to a 10 mL borosilicate tube. Before evaporating to
dryness at 35 °C under a stream of nitrogen, 100 pL of MeOH:HCI (99:1 v/v),
were added to the sample in order to prevent amphetamines evaporation. The
dry extract was reconstituted in 100 wL of a pH 3.0 ammonium formate buffer,
and 10 pL were injected into the chromatographic system.

2.5. Liquid chromatography/mass spectrometry

The HPLC system was a Waters Alliance 2795 separation module with a
‘Waters Alliance series column heater (Waters, Milford, MA, USA). Chromato-
graphic separation was performed at 22 °C with an Atlantis dC18, 3 wm
2.1 mm x 20 mm Intelligent Speed™ column. The mobile phase, delivered
at a flow rate of 0.5 mL/min, was a gradient of acetonitrile and a pH 3.0
ammonium formate buffer, programmed as follows: 0% acetonitrile was
increased to 10% in 2 min, isocratic for 1.5 min, increase of acetonitrile to
100% in 1 min, followed by a decrease to 0% in 0.5 min. Equilibration time was
3 min prior to the next injection. Total run time was 8 min.

The detection was performed using a Quattro Micro™ API ESCI triple
quadrupole mass spectrometer (Micromass, Waters, Milford, MA, USA) fitted
with a Z-spray ion interface. The instrument was operated in electrospray in

Table 1
LC (ESI)-MS/MS parameters, retention time and corresponding IS
Compound SRM function (time window) Precursor Product Cone (V) Collision Retention IS

ion (m/z) ion (m/z)* energy (eV) time (min)
Amphetamine Function 1: 3 transitions (0-2.6 min) 135.9 90.6, 118.9 15, 15 15, 10 2.27 A-dg
Amphetamine-dg 142.2 92.7 15 15 2.24
Methamphetamine Function 2: 10 transitions (2.4-3.3 min) 150.1 90.6, 119.1 20, 20 15, 10 2.62 MDMA-ds
PMA 166.1 120.9, 149 15, 15 20, 10 2.92 A-dg
MDA 180.1 104.7, 163.1 15, 15 22, 10 2.77 MDA-ds
MDA-d5 185.2 168.1 15 10 2.75
MDMA 194.2 104.5, 163 20, 20 22,12 2.97 MDMA-ds
MDMA-d5 199.2 165.1 20 12 2.97
MDEA Function 3: 5 transitions (3.1-8 min) 208.2 104.7, 162.9 20, 20 25, 12 3.34 MBDB-ds
MBDB 208.2 134.8, 176.9 20, 20 20, 10 3.72 MBDB-ds
MBDB-ds 213.3 136 20 20 3.70

* Quantitation product ions are in bold characters.
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positive ionization mode (ESI+). Best results were obtained with a capillary
voltage of 3 kV, source block temperature of 130 °C, and desolvatation gas
(nitrogen) heated to 400 °C and delivered at 800 L/h. No cone gas was used.
Collision cell pressure was 3 x 107 bar of argon. Data were recorded in the
selected reaction monitoring (SRM) mode. A post-column infusion system was
used to optimize ionization for all target compounds and internal standards. The
mobile phase (pH 3.0 ammonium formate buffer/acetonitrile, 50/50) was
delivered into the electrospray interface at a rate of 0.2 mL/min, while analyte
at 10 mg/L was being infused post-column through a dead volume tee, by using
a syringe pump at 10 wL/min. The precursor ions, product ions, cone voltage
and collision energy obtained are presented in Table 1. The MS method was
divided in three SRM functions to obtain at least 18 acquisition points per peak.

Data acquisition, peak integration and calculation were interfaced to a
computer workstation running MassLynx NT 4.0 and QuanLynx 4.0 software.

2.6. Validation

The analytical validation was performed according to the recommendations
of Shah et al. [41], Peters and Maurer [42] and the Commission of the European
Communities [43].

The specificity of the method was evaluated by analysing urine from 10 non-
drug-consuming subjects (five living persons and five corpses).

Linearity was obtained with an average determination coefficient
(%) > 0.99 over a range from the lower limit of quantitation (LLOQ) up to
the upper limit of quantitation (ULOQ). A weighting factor 1/x was used.

Within-day precision and accuracy were determinated at three concentra-
tion levels (the LLOQ, the ULOQ and an intermediate level) by preparing and
analysing on the same day six replicates for each level. Between-day precision
and accuracy were assessed by analysing on six different days a set of urine
samples spiked at 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 and 1000 ng/mL. Precision,
expressed as the coefficient of variation (CV) of the measured values, was
expected to be less than 15% for all concentration levels, except for the LLOQ,
for which 20% was acceptable. In the same way, accuracy was evaluated by
using the mean relative error (MRE), measured as a percentage deviation from

the accepted reference value, which had to be less than 15% for all concentra-
tion levels, except for the LLOQ, for which 20% was acceptable.

The limit of detection (LOD) was defined as the lowest concentration of the
drug resulting in a signal-to-noise ratio of 3:1, for the ion of quantitation and for
the ion of confirmation. LLOQ was defined as the lowest concentration yielding
within-day and between-day CV and MRE less than 20%.

Recoveries were determinated in triplicate at an intermediate level (50 ng/
mL) for each compound in urine. Three blank samples were fortified with the
appropriate amount of each compound. These fortified samples and three blank
samples were extracted as previously described. The dry extracts of the fortified
samples were re-dissolved in 100 pL of the reconstitution solvent containing
the IS, and the blank samples were re-dissolved in 100 L of the reconstitution
solvent containing the nominal amounts of the compounds and the IS. The latter
were used as neat standards, so that any ion suppression effect caused by that
matrix would not be included in the recovery calculation.

The ion suppression effect on the ESI response was evaluated according to
the following procedure [44]: nine drug-free urine samples from different
sources were extracted as described previously. The extracts were then fortified
with all drugs at a concentration of 50 ng/mL. Three reference solutions in pH
3.0 ammonium formate buffer were also fortified with all drugs to the same
nominal concentration. The reconstituted extracts and the reference solutions
were injected into the LC-MS/MS system. Peak areas obtained from the
extracts were compared with the corresponding peak areas produced by the
reference solutions. The ion suppression percentage was calculated as follows:
(mean peak area “‘reconstituted extract in urine”” — mean peak area “‘reference
solution”) x 100/mean peak area “‘reference solution”.

Relative intensities of the detected ions were expressed as a percentage of
the intensity of the quantitation trace (relative ion intensities = intensity of
secondary trace x 100/intensity of quantitation trace). The maximum permitted
tolerance for relative ion intensities is: 20% (relative ion intensities > 50%),
+25% (relative ion intensities > 20-50%), +30% (relative ion intensities
> 10-20%), £50% (relative ion intensities < 10%).

Urine samples above the upper limit of quantitation (ULOQ) were diluted
with drug-free urine.

060216-11 3: MRM of 5 Channels ES+
S 374 MBDB 208.2 > 134.8
4.95¢4
m e 337
0+ e e _— e — . =
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 3: MRM of 5 Channels ES+
oo 335 MDEA 208.2 > 162.9
6.62e4
® 4
GG MMMUMNSUMNUNMUUNMNMUSSUVMMSUSSNMS_ U8 S LA, S A AR BB EAA A
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 2: MRM of 10 Channels ES+
100+ 299 MDMA 194.2 > 163
3.90e4
~°.E_
0 e e aa= e e TV A S
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 2: MRM of 10 Channels ES+
100+ 278 MDA 180.1 > 163.1
1.06e4
= 2.542.61 295303 3.4
0 T T T T T T T 7 T T T T T T T 7 T T T T T 7 T T T T
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 2: MRM of 10 Channels ES+
7 294 166.1 > 120.9
100 PMA 1.51e4
5{-'_
273
0 ey T EABAEAARES BRI T A AALAS AREASAREEE e A B R AR e
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 2: MRM of 10 Channels ES+
100 METHAMPHETAMINE 150.1> 906
5.06e4
®4
T S e B Akt auan o o o S
1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20
060216-11 1: MRM of 4 Channels ES+
100+ 2.29 234 AMPHETAMINE 135.9> 90.6
1.96e4
3 141120129 130144 154 163 47 2.04
B Time
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 220 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00

Fig. 1. LC-MS/MS quantitative transition chromatograms of a urine spiked at 2 ng/mL for all studied compounds.
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Table 2

Validation results for the seven amphetamines

M. Concheiro et al./ Forensic Science International xxx (2006) xxx—xxx

Compound Concentration Recovery Within-day precision Between-day precision Relative ion
(ng/mL) (%) and accuracy (n = 6) and accuracy (n = 6) intensities (n = 6)
Mean value Ccv MRE Mean value Cv MRE Mean value Cv
Amphetamine® 1 0.9 14.3 —5.8 0.8 3.8 —16.5 43.5 14.4
2 2 10.1 0.3 41.7 16.3
5 49 3.4 2.9 40 17.7
10 10.5 5.3 52 43.5 8
20 21.8 3.6 9 43.5 8.8
50 86.9 49.2 2.3 —-1.7 49.8 4 —0.5 43.5 4.7
100 102.9 2.6 29 45.5 45
200 211.7 4.6 5.8 45.5 73
500 481.8 34 -3.7 45.5 4.8
1000 992.7 2 -0.7 1002 2 0.2 47.6 3.6
Methamphetamine® 1 0.9 11.1 -8 0.9 7.7 —13.2 19.6 34
2 2 7.9 1.3 19.6 314
5 4.8 73 —33 204 335
10 10.3 6.8 3 21.3 23.9
20 22.6 4.6 12.7 22.7 25.6
50 92.1 479 2.3 —4.2 50.3 3 0.6 23.3 18.6
100 100 2 0 26.3 17
200 183.3 6.1 -84 197.1 1.1 —1.5 28.6 12.9
MDA 2 1.8 9.2 -9.3 1.8 73 -9.8 385 14.4
5 4.6 49 —8.3 345 4
10 10.2 4.1 22 333 5.1
20 21.8 24 9.2 333 4.9
50 85.9 48.9 32 22 49.1 5.7 —1.8 323 3.4
100 105.4 34 5.4 323 1.3
200 212.5 4.8 6.2 333 4
500 4879 3.1 —2.4 323 2
1000 1001.8 1.5 0.2 993.7 24 —0.6 323 1.6
PMAY 2 1.9 52 —6.7 1.8 9.5 -10 200 323
5 4.6 52 —8.3 166.6 18.3
10 104 6.5 4.1 142.9 12.2
20 21.2 54 6 142.9 14.4
50 81.1 48.5 4.8 -29 50.6 4.8 1.1 142.9 0
100 106.4 2.6 6.4 142.9 5.7
200 2122 49 6.1 142.9 9
500 467.1 43 —6.6 142.9 0
1000 954.3 3.51 —4.6 1012.8 2.5 1.3 142.9 5.7
MDMA® 1 0.8 8.1 —16.8 1 11.9 -33 29.4 12.6
2 2 72 —0.1 28.6 10.5
5 4.7 4.5 —5.2 28.6 9.1
10 9.9 34 —0.6 294 4.2
20 21.4 4.1 6.8 29.4 7.6
50 88.8 45.7 2.6 —8.6 48.6 43 —-2.8 28.5 4
100 102.5 49 2.5 29.4 2.6
200 2129 29 6.4 30.3 35
500 479.9 2.5 —4 29.4 22
1000 991.6 1.8 —-0.8 1005.2 2.1 0.5 29.4 1.2
MDEA' 1 0.9 5 —5.8 0.9 7.4 —133 41.7 13.2
2 2.1 10.5 2.8 40 13.5
5 4.8 6.6 -3.7 40 7.3
10 10.6 34 6.2 385 8.6
20 214 4 6.9 385 4.9
50 88.3 48.1 32 —3.8 47.7 7.4 —4.6 385 4.5
100 103.2 5.6 32 37 3.1
200 2132 52 6.6 37 3
500 475 5.1 =5 35.7 3.8
1000 1004.8 7.5 0.5 1009.2 33 0.9 35.7 4.2
MBDB¢# 1 0.8 4.5 —-17.2 0.9 9.2 —6.3 50 2
2 2.1 42 6.8 50 2.5
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Table 2 (Continued)
Compound Concentration Recovery Within-day precision Between-day precision Relative ion
(ng/mL) (%) and accuracy (n = 6) and accuracy (n =6) intensities (n = 6)
Mean value Cv MRE Mean value Cv MRE Mean value CvV
5 4.7 38 —6.7 50 2.1
10 10.1 2.7 0.8 52.6 2.1
20 21.4 35 6.7 50 2.8
50 88.5 46.6 2.1 —6.9 479 4.6 —4.2 50 2.1
100 101.2 3.6 1.2 52.6 2.7
200 212.9 3.2 6.5 52.6 2.1
500 464.9 4.6 =7 52.6 22
1000 1004.3 29 0.4 1021.7 1.9 2.2 52.6 4

* Slope = 1.0057 + 0.0444; intercept = 0.4344 + 0.2918; 1* = 0.9984 =+ 0.0009.
® Slope = 1.4912 + 0.1179; intercept = 0.4383 + 0.321; r* = 0.9983 + 0.001.

¢ Slope = 0.7493 + 0.0307; intercept = 0.3690 + 0.35; = 0.9982 + 0.0008.

d Slope = 0.3132 + 0.0335; intercept = 0.1821 £ 0.1463; ?=0.9969 + 0.0018.
© Slope = 0.9496 + 0.0439; intercept = 0.0504 + 0.2129; r* = 0.9984 + 0.0007.
' Slope = 1.3052 4 0.0415; intercept = 0.2675 + 0.2621; > = 0.9970 + 0.0013.
€ Slope = 1.2179 4 0.0286; intercept = 0.1254 & 0.1312; +* = 0.997 =+ 0.0021.

Carry-over effect was assayed by analysing blank samples after a high
positive sample (60,000 ng/mL of each compound) and checking that no
compounds were detected in the blank samples.

The method was applied to nine real forensic cases which tested positive
for amphetamines in urine by immunoassay (Syva®™ RapidTest d.a.u.® AMP
and mAMP, Dade Behring, Cupertino, CA, USA), which has al000 ng/mL

Table 3
Results of ion suppression studies

cut-off for amphetamine and for methamphetamine, and consequently con-
firmed in blood by GC-MS after a solid phase extraction, following the
laboratory routine protocol. The mentioned method allowed the determina-
tion of amphetamines and congeners, cocaine, opiates and cannabis in blood
samples, with LOD between 2.5 and 8 ng/mL, and LLOQ between 9 and
24 ng/mL.

Compound Reference solution (n = 3) Reconstitutes urine extract (n =9) ITon suppression (%)
Mean peak area Cv Mean peak area CvV

Amphetamine 82845.3 4.5 71,341 5.6 —-13.9
Methamphetamine 163,348.3 2.1 145707.9 6.6 —10.8

MDA 26,589 6.1 29191.7 10.3 9.8

PMA 19,490 3.8 21577.2 8.4 10.7

MDMA 83,572 4.2 90077.4 8 7.8

MDEA 178239.7 2.6 170137.9 6.7 —4.6

MBDB 163972.7 34 148943.2 6.3 -9.2

Table 4

Analytical results of the positive cases, indicating sex, age, quantitative results of the corresponding amphetamine in urine and additional analytical results and

information of the case

Case Sex/age Amphetamines in urine samples Analytical results in blood samples Additional information
(ng/mL) (ng/mL)

1/2003 Male, 25 years MDA = 3050, MDMA = 59,990, MDA = 66, MDMA = 122, Alive traffic accident
MDEA = 10,210 MDEA = 82, ethanol = 0.69 g/L (pedestrian)

2/2003 Male, 20 years MA =19.6, MDA = 255.3, MDA = 60, MDMA = 60, Dead by precipitation
MDMA = 24,860 benzoylecgonine = 100

3/2003 Male, 29 years A =258, MA =7, MDA =878, No sample available Alive traffic accident (driver)
MDMA = 9223

4/2003 Male, 27 years MDA =417, MDMA = 4783 MDMA = 87 Alive traffic accident (driver)

5/2003 Male, 29 years A =2.1, MDA = 1490, MDA =22, MDMA = 673 Alive traffic accident (driver)
MDMA = 33,480, MDEA = 60.5

1/2004 Male, 26 years MDA = 3030, MDMA = 151,480 MDA =12, MDMA = 549, Alive traffic accident (driver)

benzoylecgonine = 64

2/2004 Female, 17 years MDA = 2330, MDMA = 60,910 No sample available Alive sexual assault

172005 Female, 39 years MA < LOQ, MDA =236.4, MDA =9, MDMA = 14, Alive traffic accident (driver)
MDMA =455.9 ethanol = 1.69 g/L

2/2005 Male, 28 years A =319, MA =40.5, MDA = 3680, MDA =22, MDMA =277 Alive traffic accident (driver)

MDMA = 51,960, MDEA = 246.4
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3. Results

The ion chromatograms of the seven amphetamines are
shown in Fig. 1. The retention times and the selected precursor
and product ions are reported in Table 1. Likewise, their
respective optimized cone voltages and collision energies are
shown in the same table.

Under the chromatographic conditions used, there was no
interference with any extractable endogenous compound of
urine samples from either living persons or cadavers.

The linearity of the compound-to-IS peak ratio versus the
theoretical concentration was verified in urine by using a 1/x
weighted linear regression. The determination coefficients were
above 0.99 and the curvature was tested on a set of six
calibration curves. The within-day precision and accuracy, as
well as the between-day precision and accuracy were
satisfactory for all tested concentrations. Recovery at 50 ng/
mL was >80% for all compounds. These results and the relative
ion intensities obtained are summarized in Table 2.

The limit of detection (LOD) was 0.2 ng/mL for MDMA,
MDEA and MBDB, 0.5 ng/mL for amphetamine, methamphe-

M. Concheiro et al./Forensic Science International xxx (2006) xxx—xxx

tamine and PMA, and 1 ng/mL for MDA. The LLOQ and
ULOQ, which correspond to the lowest and the highest
concentration level of the calibration range were 1 and 1000 ng/
mL for amphethamine, MDMA, MDEA and MBDB, 2 and
1000 ng/mL. for MDA and PMA, and 1 and 200 ng/mL for
methamphetamine.

No relevant ion suppression effect was observed, because it
was <15% in all cases (Table 3).

Needle wash between injections was carried out with
methanol and carry-over effect was not detected.

This method was applied to all amphetamine positive cases
in the National Institute of Legal Medicine of Portugal (Lisbon
Department) between 2003 and 2005. The results obtained are
given in Table 4. Fig. 2 shows a chromatogram of a real case
which tested positive to MDA, MDMA and MDEA.

4. Discussion
The ionization technique used was ESI in positive mode.

Atmospheric pressure chemical ionization (APCI) assays were
carried out, but the signal obtained was 10 times lower

3: MRM of 5 Channels E:
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Fig. 2. LC-MS/MS chromatogram of a real case (1/2003). The figure shows the total ion current (a), and the two selected transitions for MDA, MDMA and MDEA

(b). The urine was diluted 1:100.
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compared to ESI. The ESCI™ Multi-Mode Ionization Source
used enabled switching between ESI and APCI, supplying
voltage to the ESI capillary or current to the APCI corona
needle without changing the probe. The literature [24-26]
reports that APCI has been used successfully, but in same cases
a derivatization step was used [24]. Other ionization techniques
applied were sonic spray ionization [27] and surface-activated
chemical ionization [28]. The LC-ESI-MS methods published
[21-23] used a simple quadrupole [21,22] as a mass spectro-
meter, or an ion trap [23]. In this method a triple quadrupole
was used.

In the development of this method, a simple LLE was chosen
since it provides relatively clean extracts, especially if a pH
adjustment is applied [45,46]. LLE has been used in the case of
amphetamines [24,26,27], but these methods used a different
extraction solvent [27], or larger amounts of extraction solvent
and of urine (10 mL of diethyl ether and 1 mL of urine [24],
5 mL of diethyl ether and 2 mL of urine [26]).

This method achieves a short chromatography for these
molecules. Up to date, in the methods reviewed, the
chromatography separation was achieved in more than
10 min, and the methods with less time of separation
(<7 min) only determine MDMA and MDA [25], or A, MA,
MDA, MDMA and MDEA [21]. MBDB detection has not been
done in any reviewed urine method [21-28]. The gradient used
had no acetonitrile in the beginning to ensure the retention of
the amphetamine in such short column (20 mm). The other
amphetamine congeners were less affected by the initial
gradient conditions. In order to rinse the column, 100% of
acetonitrile at the end of the gradient was achieved.

Real amphetamine positive urines were analysed using this
method and MDMA was the most common designer
amphetamine found. No positive cases for MBDB and PMA
were found. MDA is considered as a metabolite of MDMA if its
concentration is a 10-15% of MDMA concentration [47]. MDA
is also a metabolite of MDEA.

5. Conclusion

A fast method was developed and full validated for the
determination of amphetamine, methamphetamine, MDA,
MDMA, MDEA, MBDB and PMA in urine, by LC (ESI)-
MS/MS after a simple liquid-liquid extraction. The chromato-
graphic separation was achieved in less than 4 min, with a total
run time of 8 min. The method was successfully applied to real
forensic cases.
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Abstract

Analysis ofA°tetrahydrocannabino°THC) and its metabolites in biological samples is of great relevance for forensic purposes. Inthe case
of oral fluid (OF), the analysis should determin€THC, whereas in urine, it detects the inactive metabolite tetrahydrocannabinol carboxylic
acid (THC-COOH). Most laboratories analyaAdTHC in such samples using GC-MS methods, but these procedures are time-consuming
and involve unavoidable previous extraction and derivatization. No data is yet available on the application of liquid chromatography—mass-
spectrometry to deteck®THC in oral fluid. We report a validation method in which tA@THC is isolated from oral fluid by a simple
liquid—liquid extraction with hexane and subsequently analyzed by liquid chromatography—mass-spectrometry.

The method here reported for the determinatio&THC in oral fluid only requires 200l of sample and achieves limits of detection of
2ng/ml, and has been used to analyze oral fluid samples collected from current drug users.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: A%Tetrahydrocannabinol; Oral fluid; LC-MS

1. Introduction device in their mouth. The possibility of contamination or
substitution is minimal. The levels in saliva of substances
The oral fluid (OF) contains both saliva and other to be detected tend to be rather lower than those of the drugs
fluids and substances which are present in the oral cavity. metabolites in urine, thus analysis of OF is a more sensitive
Substances tend to be detectable in saliva for shorter periodgprocess.
than in urine, typically for the 12—-24 h after consumption The usefulness of oral fluid testing fax®tetrahydro-
[1]. A disadvantage of studying OF is that people are cannabinol A°THC)is related to its use as a diagnostic indi-
sometimes unable to produce sufficient amounts of fluid cator of recent inhalation of marihuana smok@THC was
for analysis. The greatest advantage of analysing OF is thatidentified as the major component in oral fluid with a detec-
samples can be collected in ways that both respect patientgion time ranging from 2 to 10 [2]. However, the detection
dignity and also assure staff that the sample comes fromof A°THC in oral fluid is linked to the contamination of the
the patient. Staff can directly observe patients when they oral cavity during smoking3—5]. Contrary to what Schramm
produce samples, usually by placing a collection tube or et al. [6] stated, neither carboxytetrahydrocannabinol nor
11-hydroxytetrahydrocannabinol were detected in oral fluid,
* Corresponding author. Tel.: +34 981 582327/563100x12205; and only in some cases were cannabinol and cannabidiol
fax: +34 981 580336. detected withA°THC [7]. Huestis and Cong8], reported
E-mail addressapimlriv@usc.es (M. bpez-Rivadulla). a significant correlation between mean values of oral fluid

1570-0232/$ — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2004.08.017
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Compound Retention time m'z \oltage (V) 20V
ASTHC 31 3154 20

193.1 50
ASTHC-d3 3.1 318.4 20

%

A®THC concentrations and performance measure of drug
effect, although with high individual variability. According T e s o JL
to Idowu and Caddj9], the oral fluid/plasma concentration 0 T80 190 220 250 280 310 346 ™=
ratio of A°THC varies over a wide range but, until now, in-
cluding recent reviewfl0-13] there is not enough data to

1: Scan ES+
clarify this relationship. Despite this, oral fluid is an inter- 100 i 7.67e6
esting biological sample for forensic interpretation purposes. 50V

Its main advantages are: it uses a non-invasive specimen, is
easy and rapid to take, and requires no special equipment
or facilities; also, the supervision of the collection of this
sample is more acceptable for the donor than urine or blood
collection.

Most laboratories analyz&°THC in blood and oral fluid
by time-consuming GC-MS methofisl—18] Hughes et al.
[19] were pioneers in setting up a LC-MS-MS method for ‘
the analysis ofA°THC in blood which involved comparing i [ ( bl ] ‘ |
several ionization techniques, columns, SPE procedures anc g Atk gl Al ; 1

. . 160 190 220 250 280 310 340

mobile phases. The main problem encountered was a low re-
covery rate (30%). Maralikova and Weinmd@0] reported a
sensitive LC-MS—MS method for the simultaneous analysis
of three forensic most relevant cannabinoid$THC, 11- 2. Experimental
hydroxy-A°THC and 11-nor-9-carboxA>THC, in plasma.
Recently, Valiveti and Stinchcom|21] applied LC-MS to 2.1. Chemical and reagents
quantify A°THC and metabolites in plasma and obtained
high levels of recovery when applying the method to phar-  Tetrahydrocannabino®THC) 1 mg/ml in metanol and
macokinetic studies in rats. However, no data are yet avail- A°THC deuterated (d3X°THC-d3) 100Qug/ml in methanol
able on the application of LC-MS to detesPTHC in oral as pure standards were supplied by Radian International
fluid. (Austin TX, USA). LC-MS Chromasoft grade Acetoni-

The method here reported for the determinatioA $THC trile (99.98% pure) was from Riedel déiein Sigma—Aldrich
in oral fluid only requires 200l of sample, and achieves Chemie (Schnelldorf, Germany). Hexane, formic acid
limits of detection of 2 ng/ml, using a simple liquid-liquid (98-100%), potassium dihydrogen phosphate and di-sodium

%

‘ 315.40
[ |

miz

Fig. 1. Full scan mass spectrum4fTHC at different cone voltages.

extraction procedure with hexane. hydrogen phosphate were from Merck (Barcelona. Spain).
Table 2
Repeatability and reproducibility results
Compound Concentration Recovery Repeatability ( = 6) Reproducibility ( = 6)
0,
(ng/mi) (%) Concentration C.V. (%) Bias (%) Concentration C.V. (%) Bias (%)
mean (ng/ml) mean (ng/ml)
ASTHC 2 208 63 392 189 147 -55
5 454 68 -9.3 487 43 -26
10 88.3 1020 100 20 1106 80 106
25 2483 56 -0.7 2468 65 -13
50 5045 90 09 5166 60 33
125 84.9 126 54 -38 11570 63 -74
250 24761 53 —-1.0 25713 26 2.8

Calibration curve: slope 0.0128 0.009, intercept 0.07& 0.004, coefficient of determinatioR{) 0.9954+ 0.003.



M. Concheiro et al. / J. Chromatogr. B 810 (2004) 319-324

2: Scan ES+

1844 4.89e8

100

20V

%

319.46

I
A
310

ih

190

L
250

b

220

ol

340

160 280 370 miz

Fig. 2. Full scan mass spectrumAfTHC-d3 at 20 V.

2.2. Preparation of standards and sample extraction

Calibration standards ok ®THC were prepared in drug-
free oral fluid by spiking with concentrated standards in order
to obtain a concentration range between 2 and 250 ng/ml.
25l of internal standardA®THC-d3 (1ug/ml) was added
for all concentrations.

The procedure was carried out with 20I00f oral sample
mixed with 1 ml of phosphate buffer pH 6 B@nsen buffer
(1/15 M), prepared by dissolving 9.07 g of potassium dihy-
drogen phosphate into 1 | of deionised water, and 11.6 g of di-
sodium hydrogen phosphate anhydrous into 11 of deionised
water (the NaHPQOy solution was used to adjust the KPIOy
solution to pH 6) and 5ml of hexane in a 25ml borosili-
cate glass tube. After mechanical shaking (30 min) and cen-
trifugating (10 min at 2792.5< @), the organic phase was
transferred to a borosilicate tube and evaporated ungat N
45°C. The dry extract was reconstituted in gl0of mobile
phase. The samples were transferred into autosampler vials
and 15ul was injected onto the LC-MS.

2.3. Chromatographic conditions

The final optimized LC separation was performed using
a Waters Alliance 2795 separation module system. Chro-

matography was carried out at ambient temperature, using a

XTerrd®MS C18 column (2.1 mnx 100 mm, 3.5.m), eluted
isocratically using 0.1% formic acid/acetonitrile 15:85, (v/v),
delivered at a flow rate of 0.25 ml/min.

Various tests were carried out with different formic acid
and acetonitrile ratios. For our purposes the ratio 0.1% formic
acid/acetonitrile 15:85 (v/v), was ideal for rapid analysis
following previous elution of coextracted endogenous sub-
stances, and the high content in acetonitrile improved the
ionization of the analyte. The best separation results were
obtained using a XTerf4aMS column as contrasted with oth-
ers (SymmetrT)-/M and SymmetryShieT(?l'I ). Data acquisition
was controlled using MassLynx NT 3.5 software.

321

MS procedure was performed using a Micromass ZMD
2000 detector fitted with a Z-spray ion interface. lonization
was achieved using electrospray in the positive ionization
mode (ESI+). The following conditions were found to be op-
timal for the analysis of\STHC: capillary voltage, 3.5KkV,
source block temperature, 146 and desolvation gas (ni-
trogen) heated to 30@ and delivered at 500 I/llable 1
summarizes the conditions for the measurement SFHC
and its deuterated analogue.

The specificity (the ability of analytical method to dif-
ferentiate and quantify the analyte in the presence of other

100 3.48e6
A THC-d3
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N =Y Time
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Fig. 3. (A) Blank Oral fluid with internal standars® THC-d3; (B) Oral fluid
drug-free spiked with 5ng/ml oA°THC; (C) Oral fluid drug-free spiked
with 125 ng/ml of ASTHC.
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Fig. 4. Chromatogram corresponding to real sample (case 9: 6.79 ng/ml).

components) was achieved by applying the extraction pro- recoveries fon®THC in oral fluid were carried out by com-
cedure to six different sources (oral fluid collected from the paring the analyte peak areas of the fortified samples with
saliva of six hon-drug consuming subjects), according Shahthose of the blank samples spiked, after extraction, with the
et al.[22]. The blank oral fluid extract with the internal stan- same amount of the analyte.

dard processed with this procedure showed a typical ion The limit of quantitation (LOQ), defined as the lowest
chromatogramKig. 3A). Dams et al[23] achieved selec-  concentration of analyte that could be measured reproducibly
tivity by a unique combination of retention time, precursor and accurately (CV <20% and bias20%), was 2 ng/ml. It
and fragment ion (SRM mode in triple quadrupole). In our should be noted that the observed LOQ for this technique
case, selectivity was obtained by a combination of retention was achieved by using 2@0 of oral fluid, whereas normally
time and SIR mode. Twavz ratios for A°THC were mon- 500-100Qul of specimen is used for GC-MS.

itored in SIR mode, one corresponding to pseudomolecular  Linearity was obtained with an average correlation coef-
ion (315.4), and the other to the appropiate fragment of the an-ficient (Rz, weighting factor 1¥) >0.99 over a range from the
alyte (193.1). This latter fragment was obtained through col- LOQ value up 250 ng/ml

lision in the cone with the residual solvent and gas molecules, The ESI mass spectra a°THC and its deuterated ana-

by a procedure described by Marq(i24] as “collision in- logue are shown ifrigs. 1 and 2In order to obtain a best
duced dissociation” (CID), and can be used as confirmation yield for the molecular ions (315.4 fax®THC and 318.4 for
ion for quantitation purposes. ASTHC-d3, respectively), 20V was the optimal cone volt-

age, while 50V was chosen for the qualifying ion (193.1).
Drug-free oral fluid spiked at 5 and 125 ng/ml with the
analyte and the internal standard, and extracted according the
proposal method showed typical ion chromatograms seen in

Fig. 3B and C.

3. Results and discussion

3.1. Validation of the analytical method

Table 3
Results obtained applying the method to 14 oral fluid samples

Sample Elapsed time (h) A®THC (ng/ml)

The repeatability (within-day precision) and reproducibil-
ity (between-day precision), determined by analyzing six
quality control samples at seven concentration levels (in the
same day and on six separate days, respectively), are shown* <1 >250

in Table 2 Results indicated that the accuracy of the assay g i—z >2;g78
was >90% and CV did not exceed 15%. According to Causon 4 1 5950
[25], all parameters obtained fall within the optimal precision 5 3 24064
and accuracy criteria. 6 Unknown 2258
For recovery studies, six replicates of two intermediate ’ >10 2780
concentrations (10 and 125ng/ml) with internal standard g Slo 3233
(ATHC-d3) were extracted by applying the previously de- 1, >10 2982
scribed extraction procedure. Six blank saliva samples with 11 >10 242
internal standardA°THC-d3), were then extracted in the 12 >10 2217
same way and the final dried extracts were spiked with the 13 ‘1‘—2 >;é(7)04

appropiate amounts ck®THC in mobile phase. Absolute
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Fig. 5. Chromatogram corresponding to real sample (case 5: 240.64 ng/ml).

Matrix effects were evaluated by postcolumn infusion of 2001) to research groups of excellence, and by EU under
A®THC into the MS detector and autosampler injection of ROSITA project.
extracted blank onto the analytical column, according exper-
imental setup developed by King et f26]. The experiment
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Abstract

A new simple and rapid liquid chromatographic—mass spectrometric technique was designed for the determination of nine benzodiazepines
in plasma and oral fluid. Benzodiazepines were extracted from alkalinised spiked and clinical plasma and oral fluid samples using a single
step, liquid—liquid extraction procedure with diethyl ether. The chromatographic separation was performed with % RRagrd wm
(150x 2.2 mm i.d.) reversed-phase column using deuterated analogues of the analytes as internal standard. The recovery ranged from 70.3
to 86.9% for plasma and 63.9 to 77.2% for oral fluid. The limits of detection ranged from 0.5 to 1 ng/ml in plasma and 0.1 to 0.2 ng/ml for
oral fluid. The method was validated for all the compounds, including linearity and the main precision parameters. The procedure, showed to
be sensitive and specific, was applied to real plasma and oral fluid samples. The method is especially useful to analyse saliva samples from
drivers undergoing roadside drug controls.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Liquid chromatography; Benzodiazepines; Plasma; Oral fluid; Saliva; Liquid-chromatography-mass spectrometry

1. Introduction Alarge number of analytical methods have been published
so far for the determination of Benzodiazepines. Numerous
Benzodiazepines (BZP) are a large class of psychoactivegas chromatography (GC) procedures have been reported for
drugs, very commonly prescribed all over the world, mostly the analysis of BZF10-13] including NPD and ECD de-
as minor tranquillizers, hypnotics and muscle relaxfitg]. tectors. Generally, capillary GC coupled to mass spectrom-
Their clinical applications have been associated to their wide etry (MS) is the method of choice for most of the toxico-
safety margin and minimal adverse side effects. From a toxi- logical analysis. Electronic impact GC-MS provides a selec-
cological point of view, these drugs are associated to different tive analytical procedure for the analysis of BZP in biolog-
cases of misuse: they are often abused by illicit drug users toical sampleg14—17]although several authors have demon-
relieve withdrawal symptoms and, recently, the use of such strated that the negative-ion chemical ionisation (NCI) is
substances to commit sexual abuse had spigadrurther- a more sensitive techniqyé8-21] However, this method
more, they are the most documented group with regard tois generally tedious to apply because BZP are very polar
the influence on driving behavio{]. So, they are usually  and thermally unstable, so they cannot be evaporated and
present in clinical and forensic toxicological cages9]. chromatographed without decomposition, unless previous
derivatisatiorf22]. Gas chromatography—mass spectrometry
determinations have been reviewed by Ma(28&f. In recent
* Corresponding author. years, the coupling of liquid chromatography (LC) to MS

1570-0232/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2004.12.038
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has provided a useful procedure for the analysis of organic2.2. Preparation of stock solutions and standards
compounds and an alternative to GC-MS in order to avoid
the excessive manipulation of polar and unstable compounds. Stock solutions of each BZP and respective IS were pre-
The use of HPLC-MS for clinical and forensic purposes have pared at 1 g/l in methanol or acetonitrile and were kept at
been reviewed by Maurg24], Hoja[25], Marquet[26] and —20°C in the dark for a maximum of 6 months. Each day,
Van Boxclael[27]. working solutions of each, containing 0.02, 0.1, 0.5 and
The excellent review done by Drumni@8] about extrac- 2.5mg/l, for plasma and 0.002, 0.005, 0.01, 0.1 and 0.25 mg/I
tion procedures and methods for the measurement of BZP infor saliva, were prepared by appropriate dilution with Milli-Q
biological samples is outstanding. Finally, some referenceswater. The working solutions of respective internal standards
related to the determination of BZP in biological samples by at 1 mg/I (for plasma) and 0.4 mg/l (for saliva) were prepared
HPLC-DAD [29-32] and capillary electrophoresj83—-35] by appropriate dilution with methanol.
must be included in order to complete a full revision of the
analytical methodology. 2.3. Sample preparation
The biological samples most commonly used for the anal-
ysis of BZP are plasma/blood and urine. The use of an alter-  To 0.5ml of plasma were added p0of a 1 mg/l IS so-

native specimen such as saliva has been prog8&&ih the lution, 0.5ml of the pH 9.0 borate buffer and 8 ml of the
roadside places. In this context the use of saliva for the BZP extraction solvent (diethyl ether), in a 10-ml borosilicate
detection can become a very useful tool. tube. The tubes were shaken for 15 min then centrifuged at

For this reason we have developed a simple HPLC-MS 3500 rpm for 10 min. The organic phase (7.2-7.8 ml) was
procedure for the determination of nine BZP in human plasma transferred to a 10-ml borosilicate tube and evaporated to
and oral fluid, in order to detect small quantities. In addition, dryness at 45C under a gentle stream of nitrogen. The dry
a preliminary pharmacokinetic study for two of them (mida- extract was re-dissolved in 1Q0 of a mixture of formic
zolam and lormetazepam) was carried out in order to obtain acid 0.1%—acetonitrile (90:10, v/v). The samples were trans-
the possible correlation between plasma and oral fluid levels. ferred into autosampler vials, and Lbwas injected into the

LC-MS.
In the case of saliva samples, the process was slightly dif-
ferent. To 0.5ml of saliva were added gDof a 0.4 mg/l

2. Material and methods IS solution, 0.5 ml of the 0.1 M ammonic carbonate buffer,
pH 9.30, and 6 ml of the extraction solvent (diethyl ether),
2.1. Reagents in a 10-ml borosilicate tube. The tubes were shaken for

15min then centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The or-
Midazolam, bromazepam, tetrazepam, alprazolam, ganic phase (5.2-5.8 ml) was transferred to a 10-ml borosil-
lorazepam, triazolam, flunitrazepam, diazepam and icate tube and evaporated to dryness at@&inder a gen-
lormetazepam, from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). tle stream of nitrogen. The dry extract was re-dissolved in
Internal standards (IS): Alprazolam;dlorazepam-g and 50l of a mixture of formic acid 0.1%—acetonitrile (93:7,
diazepam-g, from Cerilliant (Barcelona, Spain). Formic v/v), of which 15ul was injected into the chromatographic
acid (99% pure) was obtained from Merck (Barcelona, system.
Spain). Chromasof grade Acetonitrile (99.98% pure) was Two sets of calibrating standards, one for plasma at
from Riedel de Fen Sigma-Aldrich Chemie (Schnelldorf, 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 125 and 250ng/ml, and one for
Germany). Purified water was obtained in the laboratory saliva at 0.2, 0.5, 1, 2, 10 and 25ng/ml of the mixture
using a Milli-Q water system (Le Mont-sur-Lausanne, of BZP, were prepared with each series, by spiking blank
Switzerland). A 0.1M ammonium carbonate pH 9.30 plasma and saliva samples with the appropriate working
buffer was prepared by adding a 1 M ammonium hydroxide solutions.
solution to 900 ml of ammonium carbonate solution (9.6 g/l)
to pH 9.3 (determined using a pH meter) and making up the 2 4. Liquid chromatography—mass spectrometry
solution to 1000 ml with ammonium carbonate (to oral fluid
samples). The HPLC system was a Waters Alliance 2795 (Wa-
A pH 9.0 borate buffer was prepared by mixing 6.29 of ters, Watford, UK) separation Module. Chromatographic
H3BO3 and 7.5 g of KCI with 420 ml of a solution of 0.1M  separation was performed with a XtéfraRPig, 5um
sodium hydroxide, and adding water until 1000 ml (to plasma (150x 2.1 mm i.d.) reversed-phase column (Waters, Mil-
samples). ford, USA). The mobile phase, delivered at a flow-rate of
Fresh and drug-free human plasma and oral fluid (OF). 0.25 mlI/min at room temperature, was a gradient of acetoni-
Liquid—liquid extraction: Diethylether Multisolvent, from trile in 0.1% formic acid programmed as follows: for plasma,
Scharlau (Sentmenat, Spain). 10% acetonitrile during 1.5 min, increased to 72% in 14 min
Salivett€® device for collecting OF, with and withoutcitric  and decreased to 10%, i.e., original conditions, in 1 min; and

acid stimulation (SarstedtiNnbrecht, Germany). for saliva, 7% acetonitrile during 2 min, increased to 72%



O. Quintela et al. / J. Chromatogr. B 825 (2005) 63-71 65

in 12.5min and decreased to 7%, i.e., original conditions, in 2.5. Validation
0.5min.

The detection was performed using a Micromass ZMD  The analytical validation was performed according the
2000 mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) fittedrecommendations of Sh§B7] and Peter§38].
with a Z-spray ion interface. lonisation was achieved using  Recoveries were determined in quintuplicate at two con-
electrospray in the positive ionisation mode (ESI+). Nitrogen centrations (low and high) of each BZP in plasma and saliva.
was used as nebulisation and desolvatation gas. For optimis+or each concentration, five blank samples were fortified with
ing ionisation and ion transmission conditions of each BZP the IS and the appropriate amount of each BZP, while five
and the IS, 1%l of a 10pg/ml solution of each compound  others only with the IS. They were extracted as previously
in the mobile phase were injected without HPLC separation described. The dry extracts of the fortified samples were re-
into the ion source. In order to obtain the highest possible dissolved in 5Qul of the reconstitution solvent, while the
intensity for quantitation and confirmation ions, fragmenta- extracts of the blank samples were re-dissolved witf|5f
tion energy (cone voltage) was optimised. During this ex- the reconstitution solvent containing the respective nominal
periment, a mass range framiz 100 to 400 was monitored. amounts of BZP. The latter were used as neat standards.
Acquisition was made in the selected ion-monitoringmode of  In addition, the recovery from the cotton-roll of Salivétte
positive ions, with a dwell time of 0.15 s. For the quantitation was calculated in a similar way at 1 and 25 ng/ml of each BZP
of each BZP the protonated molecule [M +'Hjas selected  in saliva. For each concentration, 10 blank saliva samples
as the quantifying ion and one main fragment was selectedwere fortified with the respective BZP and IS. Five samples
as the confirmation ioriTable 1summarizes the conditions  of each concentration were absorbed with Salifettevices,
for the measurement of each BZP and the deuterated IS. Theentrifuged and then extracted as previously described. The
other main parameters settings were: drying gas tempera-other five, directly extracted, were used as neat standards.

ture 300°C, source heater temperature 2C5 nebulisation Within-day precision and accuracy were determined at
gas flow 5501/h, cone gas flow 100 I/h and capillary voltage three concentrations, the lower limit of quantitation (LLOQ),
3000 V. the upper limit of quantitation (ULOQ) and an intermediate

Data acquisition, peak integration and calculation were level, by preparing and analysing on the same day six repli-
interfaced to a computer workstation running Mass Lynx NT cates for each level. Between-day precision and accuracy, as

3.5 and QuanLynx 3.5 software. well as linearity and the lower limit of quantitation (LLOQ)
were assessed by analysing each day for 6 days a set of plasma
Table 1 samples spiked at 1, 2, 5, 10, 20, 50, 125 and 250 ng/ml and

Retention times, selected ions and cone voltages of the nine selectedgg|iva samples at0.2,0.5, 1, 2, 10 and 25 ng/ml, respectively.
benzodiazepines Precision, expressed as the coefficient of variation (CV) of

Compound Retention time (min)  Selected ~ Cone the measured values, was expected to be less than 15% at all
Pl OF mzratios  voltage (V) concentrations, except for the LLOQ), for which 20% was ac-
| | 1.6 126 3091 20 ceptable. Ir_1 the same way, accuracy was evaluated using the
Alprazolam 281.2 60 mean relative error (MRE), which had to be less than 15%
98 108 318.0 30 of theoretical values at each concentration level except for
Bromazepam 290.0 50 the LLOQ, for which 20% was acceptalflg7,38] There-
fore, LLOQ was defined as the lowest concentration yield-
Diazepam 134 141 285.3 20 ing between-day precision CV and MRE of less than 20%
257.2 60 9 y p 0
129 138 314.2 30 each.
Flunitrazepam ' ‘ 268.2 60 The validation of a partial or increased sample volume was
done by diluting 1/5 additional quality controls (QC) with
Lorazepam 122132 821.0 30 a concentration five times above the ULOQ in plasma and
303.1 40 . ) 3 ;
saliva (1250 and 250 ng/ml, respectively). Five replicates of
Lormetazepam o2 142 gggg 3600 each control sample were analysed together with a calibration
’ curve after appropriate dilution of the samples, with blank
Midazolam 9.27 101 326.1 30 plasma or saliva, to the validated concentration range. The
291.3 60 ; ; s
calculated concentrations of diluted QCs, when multiplied by
Tetrazepam 1+l 122 289.2 40 their respective dilution factors must fall within the defined
261.3 55 precision and accuracy criteria for that Q&9].
. 12.0 129 343.1 45 The specificity of the method was evaluated by analysing
Triazolam .
308.1 55 plasma and saliva samples from 10 healthy non-drug-
Alprazolam-¢  11.6 125 314.2 40 consuming subjects.
Diazepam-¢ 133 142 290.3 40 The matrix effect on the ESI response was evaluated by
Lorazepam-g 12.2 13.2 325.1 25

using a post-column infusion systg#0—-42] Mobile phase
& Quantifying ions are in bold characters. was delivered into the electrospray interface at a rate of
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Fig. 1. LC-ES-MS ion cromatograms of a plasma sample spiked at 5 ng/ml of nine benzodiazepines.
250pl/min while analyte was being infused, post-column, The ion chromatograms of the nine BZP are presented

through a Valco zero dead volume tee using a Harvard Ap- in Fig. 1 The retention time and the selected ions are
paratus Model 11 (South Natick, MA, USA) syringe pump. reported inTable 1 Likewise, their respective optimised
Five plasma and saliva samples without BZP nor IS were fragmentation voltages are shown in the same table as re-
extracted as previously described, reconstituted with mobile sponsible to obtain the highest intensity of the base prod-
phase, and 1pl of each plasma extract were injected onto uct ions. CID conditions were adjusted in order to ob-
the XTerra column. Effluent from the HPLC column com- tain the optimum intensity for one product ion for each
bined with the infused analytes and entered the electrosprayanalyte.
interface. No endogenous plasma and saliva components were ob-
Midazolam was administered parenterally in a single served at the retention times of the nine analytes nor internal
2mg-dose to patients undergoing minor surgery. Patientsstandards.
were conscious during the OF sampling in all cases. The within-day precision, as well as the between-day pre-
Lormetazepam was administered orally at a 1 mg dose tocision and accuracy were satisfactory under all the tested con-
healthy volunteers. centrations Tables 2 and BThe linearity of the compound-
to-1S peak area ratio versus the theoretical concentration was
verified in plasma and saliva by using  Weighted linear
3. Results and discussion regression. The correlation coefficients were typically bet-
ter than 0.99 and the curvature was tested on a set of six
Deuterated analogues are commonly used as internal stanealibration curvesTable 4. The limits of detection (LOD),
dards as they are essentially identical in chemical and chro-defined as the lowest tested concentration yielding a signal-
matographic properties to the respective unlabelled com-to-noise ratio higher than 3, and the recoveries, calculated as
pounds whilst being readily distinguishable by mass spec- described in the validation section, are shown in the same ta-
trometry because of their mass difference. In our case ble. The LLOQs and the ULOQs, also can be seenadiie 4
alprazolam-¢, lorazepam-g and diazepam=gwere chosen  and correspond to the lowest and the highest concentration
for this purpose. level of the calibration range, respectively, for each analyte.
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Table 2
Within-day precision and accuracy for the determination of nine benzodiazepines in plasma (PI) and oral fluid (OF) samples
Compound Precision (R.S.D., %) Mean relative €r(et)
Low level Medium level High level Low levél Medium levef High leveP
Alprazolam PI 7.7 4.2 2.7 4.0 4.7 4.8
P OF 6.9 2.1 3.3 7.7 1.3 2.4
Bromazepam PI 11.7 13.0 7.2 1.2 6.8 1.8
P OF 11.3 10.8 9.8 9.3 16 2.1
Diazepam Pl 9.5 2.0 3.7 6.0 15 0.8
OF 8.5 2.4 0.9 0.8 4.9 4.6
Flunitrazenam PI 6.3 2.9 6.9 3.5 3.0 0.7
P OF 55 6.5 11 0.1 3.0 1.8
Lorazepam PI 8.9 35 3.6 5.0 6.6 3.3
P OF 8.4 3.8 2.3 1.1 1.4 4.0
Lormetazepam PI 7.7 8.6 1.2 15 8.5 3.6
P OF 9.2 7.4 2.2 0.8 5.2 0.7
Mid | PI 2.3 3.4 8.9 0.8 8.2 5.8
\dazolam OF 13.4 3.8 5.2 3.3 5.7 6.6
Tetrazepam PI 5.3 6.7 7.9 4.3 7.3 6.8
P OF 6.4 39 2.3 7.5 5.2 0.9
Tri | PI 5.6 8.2 6.7 0.2 1.7 4.7
rlazofam OF 9.7 8.1 2.8 5.8 5.7 2.7

2 Mean relative error #Mlean measured valuetheoretical valugx 100/theoretical value.
b Low level, the LLOQ of each coumpoud.

¢ Medium level, 50 ng/ml in plasma and 2 ng/ml in OF samples.

d High level, the ULOQ of each compound.

Table 3
Between-day precision and accuracy for the determination of 9 benzodiazepines in plasma (PI) and oral fluid samples (OF)
Compound Precision (R.S.D., %) Mean relative €t(@)
Low leveP Medium levef High leveP Low leveP Medium levef High leveP
Alprazolam Pl 57 4.2 21 133 34 0.6
P OF 51 39 17 11 12 04
Bromazenam PI 83 9.9 2.6 12 11 24
P OF 12 47 25 77 59 01
Diazepam PI 126 4.6 13 2.6 18 19
P OF 91 22 09 100 6.4 25
Flunitrazenam PI 147 4.1 20 14 4.4 35
P OF 82 84 14 7.9 04 12
Lorazepam PI 138 4.6 13 54 2.3 23
P OF 6.6 4.3 13 86 52 21
Lormetazepam PI 128 24 34 13 30 11
P OF 81 7.0 18 50 40 09
Mid | PI 137 33 2.8 50 6.9 4.0
idazofam OF 125 54 29 33 32 01
Tetrazepam PI 148 58 20 58 83 38
P OF 6.2 35 14 143 6.4 2.8
Tri | PI 117 4.5 10 16 32 45
rlazolam OF 133 46 25 6.4 42 07

aMean relative error #tMean measured valuetheoretical valupx 100/theoretical value’Low level, corresponding with the LLOQ of each compound.
°Medium level, corresponding with 50 ng/ml in plasma and 2 ng/ml in OF sanfjiégh level, corresponding with the ULOQ of each compound.
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Table 4
Calibration data, limits of detection, and recoveries for the examined compounds
Compound Biological Calibration Linearity (h=6) R? S.D. (on slope) LOB Recovery (%) 16=5)
sample range (ng/ml ng/ml
P ge (ng/mi) (gim) T gt
Alprazolam PI 1-400 y=0.004+0.0015 0.999 0.0002 0.5 77.5 76.7
P OF 0.5-50 y=0.021%+0.0039 0.999 0.0041 0.2 70.6 67.6
Bromazenam P 5-250 y=0.00%+0.0024 0.996 0.0008 1 85.9 84.0
P OF 0.5-25 y=0.0066+0.0014 0.998 0.0022 0.2 70.3 70.5
Diazenam PI 1-250 y=0.005%+0.0026 0.999 0.0003 0.5 81.6 89.0
P OF 0.2-50 y=0.016X%+0.0028 0.999 0.0012 0.1 77.2 67.2
Flunitrazepam P 1-400 y=0.006%+0.0011 0.998 0.0003 0.5 82.3 91.0
P OF 0.2-50 y=0.020%+0.001 0.999 0.0069 0.1 76.1 72.1
Lorazepam PI 1-250 y=0.003%+0.0018 0.999 0.0001 0.5 71.9 78.0
P OF 0.5-25 y=0.029%+0.0036 0.998 0.0029 0.2 72.7 72.3
Lormetaze amPI 1-400 y=0.001&+ 0.0006 0.998 0.0001 0.5 7.7 82.4
P OF 0.2-50 y=0.006¢+ 0.0007 0.999 0.0011 0.1 70.5 71.0
Mid | P 1-250 y=0.005+0.0017 0.996 0.0013 0.5 70.3 71.6
idazolam o 0.2-25 y=0.014%+0.0021  0.998  0.0029 0.1 68.3 69.9
Tetrazenam PI 1-250 y=0.0074+0.001 0.996 0.001 0.5 86.9 96.8
P OF 0.2-50 y=0.0276&+0.0024 0.998 0.0014 0.1 72.1 69.3
Triazol Pl 2-250 y=0.014% — 0.0004 0.994 0.0007 0.5 74.5 69.9
razolam - o 0.2-50 y=0.011&+0.001 0998  0.0011 0.1 639 649

@ Defined as the lowest concentration of the drug resulting in a signal-to-noise ratio of 3:1.
b Low levels, 5 ng/ml in plasma and 2 ng/ml in OF samples.
¢ High levels, 125 ng/mlin plasma and 25 ng/ml in OF samples.

Table 5
Evaluation of partial sample dilution in plasma and oral fluid samples, and recoveries of benzodiazepines from the cotton roll of tH Galicete
Compound Dilution 1/5r{=6) Recovery from Salivetfe (%) (n=5)
R.S.D. (%) Mean relative errdr 1ng/ml 25 ng/ml
Alprazolam P! 1.6 2
P OF 2.6 34 101.2 82.7
Bromazepam P! 12.8 23
P OF 9.2 15 91.6 90.0
Diazepam PI 2.4 Q7
P OF 2.2 38 68.0 67.7
Flunitrazepam Pl 31 a8
P OF 16 06 88.8 787
Lorazepam Pl 2.5 14
P OF 16 18 65.8 703
Lormetazepam P! 2.9 14
P OF 15 72 81.8 735
Midazol PI 9.7 39
idazofam OF 10.0 27 52.2 55.0
Tetrazepam Pl 54 3
P OF 37 36 55.0 53.7
Tri | PI 5.9 37
razolam OF 5.8 132 89.8 87.4

@ Mean relative error fMean measured valuetheoretical valugx 100/theoretical value.
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Fig. 2. LC-ES-MS ion cromatograms of an OF sample spiked at 0.5 ng/ml of nine benzodiazepines.

As an alternative to the extension of the calibration curve of a plasma concentration of 1250 ng/ml and a saliva concen-
for the measurement of concentrations, which are above thetration of 250 ng/ml for each BZP yielded results within the
highest calibration standard, the sample can be re-analysediefined precision and accuracy criteri@le 5. The same
after dilution with blank matri{40-42] The validation of table also shows the recoveries of the nine BZP from the
this procedure showed the following results: the 1/5 dilution Salivette device. In our study the recovery from the cotton

Table 6
Results of the kinetic study done in patients undergoing lormetazepam treatment
Case number Extraction time Concentration found (ng/ml)
Plasma Oral fluid (Salivette without stimulation) Oral fluid (Salivette with stimulation)
1 -5 N.A. 0.00 0.00
30 N.A. 3.39 2.01
60 4.56 1.48 0.72
90 5.50 0.45 0.30
120 2.58 <LOQ <LOQ
150 3.92 <LOQ <LOD
180 3.73 <LOD <LOD
300 N.A. N.A. N.A.
360 2.58 N.A. N.A.
2 -5 0.00 0.00
30 0.77 0.45
60 0.49 0.27
90 0.35 0.24
120 <LOQ <LOQ
180 <LOQ <LOD
240 <LOD <LOD

420 <LOD <LOD
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roll of Salivett® was very variable, and ranged from only ;ab'e|7 e Kinetic study done i oati deraing midazol
522% for mldazolam and 1012% fOI’ alpraZOlam, respec_ esults of the kinetic stu ydonein patlentsun ergoing miaazo amtreatment

tively. This means that more than 50% of the drug present Case number  Concentration Sample extraction time (min)
found (ng/ml)

in saliva can remain in the cotton, which represents another 10 30 50
difficulty in the interpretation of saliva results: Itis very risky, Plasma 197.87 539  43.36
as we showed, to establish a relation between plasma/saliva OF 13.98 2.56 1.04
concentrations for selected BZP, and in any case specific Plasma 2829 146 518
studies for each new drug should be done. In any case the? OF N.A. N.A. NA.
proposed analytical procedure is sensitive enough as to de-
tect very low saliva concentrations, which permit to diagnose 20 40 60
recent consumption of the nine BZP studi€éigys. 1 and 2 Plasma 11074 1567 28.19
show the ion chromatograms of a plasma sample spiked at OF 1.98 0.57 057
5ng/ml and a saliva sample spiked at 0.5 ng/ml with BZP, Plasma 5064 2548 30.2
respectively. 4 OF 0.7% 1422 0.222
No suppressive effect was detected in the region of interest Plasma 3087 2629 15.04
after the evaluation of the ion suppression effect by the post- 5 OF 1.73% 2162 N.A.
column infusion system. N.A., no sample available.

Finally, Tables 6 and g8how the results of the kinetic study 2 Not enough volume of sample (<504).
done in patients undergoing midazolam or lormetazepam
treatmentFig. 3represents the ion chromatogram of a saliva
sample from a patient undergoing lormetazepam treatment.a very simple liquid—liquid extraction method. It has been val-
In summary, we have developed a simple and rapid methodidated and applied to real samples. The method is especially
for the BZP quantitation in plasma and oral fluid by using usefulto analyse saliva samples from drivers undergoing road
LC-MS. The procedure is sensitive and specific and involves side drug controls.

JGU 60N_130504_3
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Fig. 3. Selected ion chromatograms of OF sample collected at 60 min after administration of single oral dose of 1 mg lormetazepam withdaivette
The concentration measured was: 1.48 ng/ml.
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Abstract

A method, using 0.2ml of plasma, was designed for the simultaneous determination of morphine, 6-monoacetylmorphine, amphetami
methamphetamine, MDA, MDMA, MDEA, MBDB, benzoylecgonine and cocaine. The drugs were analysed by LC-MS, after solid phase extractic
in the presence of the deuterated analogues. Reversed phase separation on an Atlantis dC18 column was achieved in 10 min, under gr:
conditions. The method was full validated, including linearity (2—250 ng##,0.99), recovery (>50%), within-day and between-day precision
and accuracy (CV and bias <15%), limit of detection (0.5 and 1 ng/ml) and quantitation (2 ng/ml), relative ion intensities and no matrix effect w:
observed. The procedure showed to be sensitive and specific, and was applied to 156 real cases from road fatalities (7.1% cases positive to cc
and 0.6% to designer drugs).
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Drugs of abuse; LC-MS; DUID; Plasma

1. Introduction able on this issue. The influence of illicit drugs on driving per-
formance and accident risk can be derived from epidemiological
Concern over driving under the influence of drugs (DUID) studies involving analysis of biological samples of fatally injured
as a risk factor and a cause of road accidents has recenttirivers for drugs. The most relevant matrices to be analyzed for
risen. lllicit drugs can influence driving performance in different this purpose, are plasma or blood, because their concentrations
ways. Opiates induce sedation, indifference to external stimultorrelate best with the pharmacological or toxic effects. More-
and increase reaction time. Stimulating drugs such as cocaineyer, blood samples are mandatory in cases of DUID in most
amphetamines and designer drugs (MDMA, MDEA), induce aEuropean countries and some states of the [I3A
loss of concentration and attentiveness, produce dilated pupils, Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) is still
which increase sensitivity to blinding by light, and the euphoricthe most widely method of reference used, but liquid chro-
phase may lead to increased risk-taking in traffic. Cannabis camatography coupled single-stage or tandem mass spectrometry
influence perception, psychomotor performance, cognitive an(LC-MS, LC-MS-MS) is becoming increasingly important for
affective functions, and finally, hallucinogens produce halluci-the identification and quantification of analyf8s6], especially
nations, sleepiness and psychotic reactions incompatible witfor the more polar, thermolabile, or low-dosed drugs, as indi-
safe drivind1]. However, despite this knowledge of their effects, cated by Mauref7].
few epidemiological and experimental data are currently avail- Many LC-MS methods for the determination of drugs
of abuse in plasma have been published for the determina-
tion of opiates[8—15], cocaine and its metabolit§46—19]

* Corresponding author. Tel.: +34 981582327; fax: +34 981580336. amphetamines ‘_'de deSign?r dri{@p-23] opiates and cocaine
E-mail address: apimlgel@usc.es (A. Cruz). [24—26] and opiates, cocaine and LSR7]. However, only

1570-0232/$ — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2005.12.047
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two methods for the simultaneous determination of opi-2.4. Sample preparation
ates, amphetamines, benzoylecgonine and cocaine based on
LC-MS/MS in oral fluid analysi§28—30]and in urine analysis One milliliter volume of each sample was centrifuge for
[31] have been published. 10 min at 12,106 g to remove cell debris. To 0.2 ml of super-
We have developed and full validated, simple and low-natant were added 28 of a mixed working solution of ISi{,L-
cost LC-MS method, which includes relative ion intensity MDMA-ds, p,L.-MBDB-ds and benzoylecgoninesdat 1 mg/I
data, for the determination of morphine, 6-monoacetylmorphinend cocaine-glat 0.5 mg/l), and 1 ml of pH 9.0 borate buffer in
(6-MAM), amphetamine, methamphetamine, MDA, MDMA, a 10 ml borosilicate tube. The calibrating standards of plasma at
MDEA, MBDB, benzoylecgonine and cocaine in plasma after0, 2, 5, 10, 25, 50, 125 and 250 ng/ml were prepared by spik-
solid phase extraction (SPE). In an initial attempt to obtain epiing blank plasma samples with the appropriate working solution
demiological data, this method has been applied to 156 roadolumes.

fatalities. After conditioning with 2ml methanol and 2ml water,
the samples previously prepared were applied onto the SPE

2. Materials and methods cartridges. Clean-up was accomplished with successive 2ml
washes of water-5% methanol (95:5, v/v) and a mixture

2.1. Reagents water—2%NHOH in methanol (80:20, v/v). The cartridges were

dried by applying full vacuum for 10 min before elution with
Morphine, 6-acetyl-morphine, p,.-amphetamine, p,.-  2ml of 2% acetic acid in methanol. The elution solution was
methamphetamine, p,.-MDA, b,.-MDMA, D,L-MDEA, evaporated to dryness at 35 under a stream of nitrogen. The
D,L.-MBDB, benzoylecgonine, cocaine and internal standardsiry extract was re-dissolved in 10 of a mixture of a pH 3.0
(IS) p,.-MDMA-ds, p,L.-MBDB-ds, benzoylecgoninegdand  ammonium formate buffer (ammonium formate 0.002 M and
cocaine-g were obtained from Lipomed (Arlesheim, Switzer- formic acid 0.1%) and acetonitrile (95:5, v/v). The sample was
land) in solid form. LC-MS Chromasdi/grade acetonitrile transferred into autosampler vials, andyd@vere injected into
(99.98% pure) was from Riedel de adn-Sigma-Aldrich the LC-MS.
Chemie (Schnelldorf, Germany). Purified water was obtained
in the laboratory by using a Milli-Q water system (Le Mont- 2.5. Liquid chromatography—mass spectrometry
sur-Lausanne, Switzerland). Methanol, formic acid (99%),
ammonia solution 25%, acetic acid (glacial) 100% anhydrous, The HPLC system was a Waters Alliance 2795 separation
H3BOs3, KCI and NaOH were from Merck (Darmstadt, Ger- module with a Waters Alliance series column heater/cooler
many). Ammonium formate was from Fluka-Sigma-Aldrich (Waters, Milford, MA, USA). Chromatographic separation was
Chemie (Steinheim, Switzerland). Solid-phase extraction (SPB)erformed with an Atlantis dC18,8m (100 mmx 2.1 mmi.d.)
cartridges OASI8 HLB (3cc, 60mg) were from Waters reversed-phase column. The mobile phase, delivered at a flow
(Milford, MA, USA). rate of 0.2 ml/min at 26C, was a gradient of acetonitrile and a
A pH 9.0 borate buffer was prepared by mixing 6.2g of pH 3.0 ammonium formate buffer, programmed as follows: 5%
H3BO3 and 7.5g of KCI with 420 ml of a solution of 0.1 M acetonitrile during 1 min, linearly increased to 50% in 10 min,
NaOH, and adding water until 2000 ml. Fresh and drug-freeept that percentage for 1 min, decreased to 5% (original con-

human plasma were obtained from a local blood bank. ditions) in 1 min and equilibrated for 4 min, which resulted in a
total run time of 17 min.
2.2. Preparation of stock solutions and standards The detection was performed by using a Micromass ZMD

2000 mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) fitted

Individual stock solutions of the compounds were prepared itwith a Z-spray ion interface. lonisation was achieved by using
methanol, except for cocaine and its deuterated analogue, whighectrospray in the positive ionisation mode (ESI+). Nitrogen
was prepared in acetonitrile, at a concentration of 1 g/l and storedlas used as nebulisation and desolvatation gas. To optimise
at—20°C inthe dark for a maximum of 6 months. Working solu- ionisation and ion transmission conditions for each compound
tions were monthly prepared in methanol at 100 mg/l separatelgnd for the 1S, separately 8 of a 10pg/ml solution in the
for each compound, and stored in the dark @€4Daily, mixed  mobile phase were injected without HPLC separation into the
working solutions of non-deuterated compounds at 0.008, 0.049n source. In order to obtain the highest possible intensity
0.2 and 1 mg/l, and a mixed working solutiongf-MDMA-d5,  for quantitation and confirmation ions, fragmentation energy
D,L.-MBDB-ds and benzoylecgoninesdat 1 mg/l and cocaine- (cone voltage) was optimised. During this experiment, a mass
d3 at 0.5mg/l were prepared by appropriate dilution withrange fromm/z 100 to 400 was monitored in SCAN mode,

methanol. applying different cone voltages. Acquisition was made in the
selected ion-monitoring mode (SIM). For the quantitation of
2.3. Specimens each compound, the protonated molecule [M + s selected

as the quantifier ion and one main fragment was selected as
Blood samples were obtained from femoral veins. The specithe confirmation ion. In the case of deuterated IS only the
mens were frozen at20°C until analysis, which was performed protonated molecule was selectéthble 1 summarizes the
within 15 days. conditions for the measurement of each compound and the
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Table 1
SIR functions, time windows of SIR functions, selected ions, cone voltages, retention times and corresponding IS
Compound SIR function Time window SIR  Selected Cone voltage (V) Retention time (min) IS
function (min) mlz ratio$t
Morphine Funtion 1 2.0-5.0 286.0 40 3.7 Cocaine-d3
SIR of 2mlz 201.0 55
Amphetamine Funtion 2 5.0-8.2 136.1 15 7 MDMA-d5
SIR of 9mlz 119.0 20
Methamphetamine 150.1 15 7.4 MDMA-d5
119.0 20
MDA 180.2 15 7.4 MDMA-d5
163.2 20
6-Acetylmorphine 328.1 30 7.5 MDMA-d5
211.0 60
MDMA 194.2 15 7.7 MDMA-d5
163.2 20
MDMA-d 5 199.3 15 7.7 MDMA-d5
MDEA Funtion 3 8.0-12.0 208.3 20 8.3 MBDB-d5
SIR of 10m/z 163.2 20
MBDB 208.3 20 8.7 MBDB-d5
177.1 25
MBDB-ds 2133 15 8.7
Benzoylecgonine 290.0 20 8.6 Benzoylecgonine-d3
168.2 25
Benzoylecgonine- 2932 25 8.6
Cocaine 304.2 20 9.5 Cocaine-d3
182.1 30
Cocaine-¢ 307.1 25 9.5

@ Quantifier ions are in bold characters.

deuterated IS. The other main parameters were: drying gas terthe coefficient of variation (CV) of the measured values, was
perature 300C, source heater temperature 220) nebulisation  expected to be less than 15% for all concentration levels, except
gas flow 5001/h, cone gas flow 501/h and capillary voltagefor the LLOQ, for which 20% was acceptable. In the same way,
3000 V. accuracy was evaluated by using bias, measured as a percentage
Data acquisition peak integration and calculation were interdeviation from the accepted reference value, which had to be
faced to a computer workstation running MassLynx NT 3.5 andess than 15% for all concentration levels, except for the LLOQ,

QuanLynx 3.5 software. for which 20% was acceptable.
Lower limit of detection (LOD) was defined as the lowest
2.6. Validation concentration of the drug resulting in a signal-to-noise ratio of

3:1. LLOQ was defined as the lowest concentration yielding
The analytical validation was performed according the recwithin-day and between-day CV and bias less than 20%.

ommendations of Shah et 2] and Peters and Maurf33]. Recoveries were determined in quintuplicate at two concen-
The specificity of the method was evaluated by analysingration levels (low and high) for each compound in plasma. For
plasma from 10 healthy non-drug-consuming subjects. each concentration, five blank samples were fortified with the

Linearity was obtained with an average determination coeffiappropriate amount of each compound. These fortified samples
cient (%) >0.99 over a range from the lower limit of quantitation and five blank samples were extracted as previously described.
(LLOQ) up to the upper limit of quantitation (ULOQ). Aweight- The dry extracts of the fortified samples were re-dissolved in
ing factor 14 was used. 100ul of the reconstitution solvent containing the 1S, while

Within-day precision and accuracy were determinated at fouthe extracts of the blank samples were re-dissolved withu100
concentration levels (the LLOQ, the ULOQ and two intermedi-of the reconstitution solvent containing the respective nominal
ate levels) by preparing and analysing same day six replicates famounts of the compounds and the IS. The latter were used as
each level. Between-day precision and accuracy were assessaght standards.
by analysing on 5 different days a set of plasma samples spiked The ion suppression effect on the ESI response was eval-
at 2, 5, 10, 25, 50, 125 and 250 ng/ml. Precision, expressed amted by using a post-column infusion systg8d—36] for all
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Fig. 1. LC-MS quantitative ion chromatograms of a plasma spiked at 5 ng/ml of all studied compounds.

the compounds and the deuterated internal standards. Mobitatus Model 11 (South Natick, MA, USA) syringe pump. Five
phase was delivered into the electrospray interface at a ratdifferent blank plasmas were extracted as previously described
of 0.2ml/min while analyte was being infused, post-column,and reconstituted with mobile phase, j20of which were
through a Valco zero dead volume tee, by using a Harvard Appanjected onto the column. Effluent from the HPLC column

Table 2
Calibration data, recovery, within-day precision and accuracy, between-day precision and accuracy and relative ion intensities for morpioneacetgimorphine
(6-MAM)

Compound  Concentration Recovery (%)  Within-day precision and Between-day precision Relative ion intensities
(ng/ml) accuracy £ =6) and accuracy=5) (n=5)
Mean value CV  Bias Mean value CVv Bias Mean value CVv
Morphine 2 1.9 72 —-4.2 1.7 10.3 -13.4 16 20.7
5 96 4.8 84 27 17.8 22.8
10 10.9 7.4 8.5 10.9 7 9.2 18.7 275
25 26.1 4.3 4.6 20.5 30.2
50 53.5 7.1 7.1 51.9 4.3 3.8 21.1 36
125 87.1 124.9 91 -0.1 20.9 33.1
250 260.6 9.2 4.2 246.6 46 -—-1.4 21 34
Calibration curves{=5): slope = 0.2998 0.0768, intercept = 0.3562 0.1965,2 = 0.9954+ 0.0034
6-MAM 2 1.9 95 -33 18 75 -11 121 214
5 88.8 5 7.3 0.2 111 4.8
10 10.8 49 7.5 10.7 5.2 7.3 115 9.6
25 26.1 4.7 4.3 114 11.9
50 53 5.6 6 49.6 9.6 -07 11.2 16
125 73.5 127.2 7 1.8 10.9 13.2
250 249.1 6.8 —-0.4 246.6 33 -14 111 13

Calibration curves{=5): slope =0.551% 0.1570, intercept = 1.1254.0.3899, = 0.9970+ 0.0020




M. Concheiro et al. / J. Chromatogr. B 832 (2006) 81-89 85

combined with the infused analyte and entered the electrospray Under chromatographic conditions used, there was no inter-
interface. ference with the analytes by any extractable endogenous com-
Relative intensities of the detected ions were expressed gnents of the plasma.
a percentage of the intensity of the quantifier ion (relative The linearity of the compound-to-IS peak area ratio versus
ion intensities = intensity of confirmation ion100/intensity of  the theoretical concentration was verified in plasma by using a
guantifier ion). 1/x weighted linear regression. The determination coefficients
All the concentrations above the corresponding linearitywere above 0.99 and the curvature was tested on a set of five
ranges should be considered as “semiquantitative”, because thalibration curves. The within-day precision and accuracy, as
determination of such a high concentrations is not covered by thevell as the between-day precision and accuracy were satisfac-
validated experiments. In our case, the plasma samples above tloey for all the tested concentrations. Recoveries obtained at
upper limit of quantitation (ULOQ) were diluted with drug-free 5 and 125 ng/ml for all compounds were >50%. These results
plasma. and the relative ion intensities obtained are summarized in
Carry-over effect was assayed by analyzing blank sample$ables 2—4
after a high positive sample (1000 ng/ml of each compound) The limit of detection (LOD) was 0.5ng/ml for metham-
and checking that in the blank samples the compounds were nphetamine, MDMA, Benzoylecgonine and cocaine, and 1 ng/ml

detected. for morphine, 6-MAM, MDA, MDEA and MBDB. The LLOQ
and ULOQ, which correspond to the lowest and highest concen-
3. Results and discussion tration level of the calibration range, were 2 and 250 ng/ml for

all the compounds.

Deuterated analogues are commonly used as internal stan- Th€ ion suppression effect, evaluated by the post col-
dards as they are essentially identical in chemical and chrgdMn infusion system, was not detected in the region of
matographic properties to the respective unlabelled compound$iterest for any compound or their deuterated analogues
whilst being readily distinguishable by mass spectrometrytFig- 2- _ . _ _
because of their mass differences. In our case MDMA-d  Carry-over effect, tested in the previously desgr!beql condi-
MBDB-ds, benzoylecgonineshnd cocaine-giwere chosen for  1ONs, was not detected. Needle wash between injections was
this purpose. As expected, the deuterated substances eluted at@ggied out with methanol.
same time or a little earlier. In order to avoid cartridges clotting, "€ main advantage of using LC-MS versus GC-MS for
samples were centrifuged before the extraction and the corrdd€ determination of these compounds is the non-use of deriva-
sponding supernatant (0.2 ml) was diluted with a buffer (1 m|);t|ves, and so the whole procedure was simpler, faster and less

in addition, the largest SPE cartridges were selected (3 cc inste&fPensive. Moreover, in the case of GC-MS methods, the simul-
of 1 cc cartridges). taneous determinations of these drugs of abuse is very complex

The ion chromatograms of the 10 compounds are shown iRecause different kinds of derivative agents have to be used for

Fig. 1 The retention times and the selected ions are reporte8Ch group of compounds. N
in Table 1 Likewise, their respective optimised fragmentation  1NiS method was applied to 156 road fatalities correspond-

voltages are shown in the same table. ing to 2004 and the first 6 months of 2005. Of this humber,
Table 3
Calibration data, recovery, within-day precision and accuracy, between-day precision and accuracy and relative ion intensities for bene@elogmraine
Compound Concentration Recovery (%)  Within-day precision and Between-day precision Relative ion intensities
(ng/ml) accuracy £ = 6) and accuracyn(=5) (n=5)
Meanvalue CV Bias Meanvalue CV Bias Mean value CV
Benzoylecgonine 2 2 7.2 -16 1.9 171 -7.4 45.5 4.6
5 99.7 4.98 109 -05 63.1 21.3
10 9.8 34 -22 10.5 59 5 68.2 194
25 25.7 6.1 2.8 73.8 11.6
50 53.1 6.7 6.2 51.1 7.5 2.1 70.8 15.6
125 103.4 121.8 42 -2.6 73.5 8.1
250 263.8 8.6 5.5 251.2 2.4 0.5 75.1 4.2
Calibration curve{=5): slope = 0.2256- 0.0928, intercept = 0.4062 0.1525 2 = 0.9985+ 0.0012
Cocaine 2 1.9 10.3 -5.7 2 13.9 0.9 59.5 23.1
5 92.7 4.8 4.2 -3.6 52.7 3.7
10 11 3 9.9 10.4 6.2 4.4 49.6 4.2
25 24.7 95 -14 52.2 4.4
50 52.3 55 4.6 51.3 4.4 25 52.3 8
125 83 119.3 3.5 —46 51 2.8
250 250.8 5.2 0.3 254.5 2.8 1.8 53.3 6.1

Calibration curves{=5): slope = 2.744% 0.8394, intercept =0.6488+ 2.7220,2 = 0.9978+ 0.0019
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M. Concheiro et al. / J. Chromatogr. B 832 (2006) 81-89

Compound Concentration Recovery (%)  Within-day precision and Between-day precision Relative ion intensities
(ng/ml) accuracy £ =6) and accuracy=5) (n=5)
Mean value CV Bias Mean value CV Bias Mean value CV
Amphetamine 2 21 6.05 3.3 1.8 42 -97 118 14
5 72.6 5 74 -11 125.8 9
10 10.6 2.8 6.1 10.5 6.1 4.6 140.5 12.2
25 26.5 7.9 5.9 142.9 0
50 54.6 2.7 9.1 52.1 4.8 43 147.6 7.2
125 78.8 118.7 51 -5 147.6 7.2
250 269.4 25 7.8 252.5 2.9 1 142.9 0
Calibration curves{=5): slope = 0.592% 0.1173, intercept = 0.46650.2377,2 = 0.9975+ 0.0033
Metamphetamine 2 1.9 82 -53 1.9 8.1 -5.7 51.2 5.9
5 86 49 6.7 -16 54.5 5.1
10 10.5 4.9 5.3 10.6 43 5.8 56.4 6.5
25 25.9 6.4 35 59.1 7.7
50 53.8 31 7.7 50.7 43 15 61.2 6.9
125 92.3 118.5 6.2 5.2 61.8 2.7
250 263.7 3.3 5.5 254.5 35 1.8 60.3 3.3
Calibration curves{=5): slope = 1.5822 0.3101, intercept = 0.5984 0.6689,2 = 0.9966+ 0.0021
MDA 2 1.8 75 -10.3 1.7 45 -142 195 22.9
5 74.2 4.8 73 —-45 273.3 21.4
10 10.9 5 9.1 10.5 45 5.1 273.3 21.4
25 27.3 55 9.3 300 15.2
50 53.9 4.1 7.8 53.3 4.7 6.6 283.3 16.1
125 69.8 124.9 27 -01 283.3 16.1
250 247.2 51 -11 244.5 12 -22 290 215
Calibration curves{=5): slope = 0.2433 0.0381, intercept = 0.57480.2830,2 = 0.9985+ 0.0006
MDMA 2 1.9 8.1 -53 1.8 48 -123 80.2 23.6
5 100 4.9 56 -29 87 21.7
10 105 6 4.6 11 2.6 9.5 85.3 26
25 25.7 4.4 2.6 93.4 19.9
50 53.9 3 7.7 53.3 2.3 6.6 83.4 26.6
125 78.3 120.2 4 -39 88.6 18.1
250 266.9 24 6.8 250.3 2 0.1 92.2 13.3
Calibration curves{=5): slope = 0.9284 0.0903, intercept = 0.78G2 0.5812,2 = 0.9985+ 0.0007
MDEA 2 2 11.2 -2.3 1.8 11 -9.1 102.6 8.4
5 925 4.9 6.44 -1.9 107.2 10.3
10 10.5 4.5 5.3 10.7 5.7 6.6 113 15.6
25 25.7 5.1 2.9 107.2 10.3
50 53.4 4.3 6.8 52.4 3 4.9 107.2 10.3
125 83 120.5 2 -3.6 109.4 9.4
250 266.1 2.6 6.4 251 14 0.4 111.7 7.9
Calibration curves{=5): slope =0.9979 0.0921, intercept = 0.60420.1015,2 = 0.9991+ 0.0005
MBDB 2 1.8 55 -124 1.8 81 -87 77.2 334
5 83.5 438 65 -32 66.7 141
10 11 25 9.7 10.9 33 8.6 60.2 18.7
25 25.7 35 2.7 61.6 3
50 53.7 2.2 7.4 52.4 35 4.8 61.8 7.5
125 69.7 118.3 23 -53 64.6 3.7
250 256 2 24 253.1 0.8 12 64.7 6.9

Calibration curves{=5): slope = 0.681% 0.0337, intercept =0.27060.1602,/2 = 0.9985+ 0.001

144 cases tested negative to opiates, amphetamines and cocaiteses for drugs. More data should be collected for a more con-
while 11 cases tested positive to cocaiR@g( 3) and 1 case to clusive statistic study. Also, it would be interesting to establish
amphetamine derivatives, which means 7.1 and 0.6%, respeathether the subjects were chronic or occasional drug consumers,
tively; 57 cases (36.5%) tested positive to alcofiable 5shows  since the difference in tolerance to the drugs could have a diverse
the more important epidemiological parameters for the positivénfluence on driving performance.
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Fig. 3. LC-MS ion chromatograms of a real case from a decedent driver. The figure shows the quantifier and confirmation ion for benzoylecgonind,(1041 ng/m

semiquantitative result) and cocaine (109 ng/ml).

Table 5

T Time
10.00

MDA, MDMA, MDEA, MBDB, Benzoylecgonine and cocaine

Analyticalresultsofthepositivecases,indicatingage,sexofthedecedent,quaby LC-MS after solid phase extraction. Only 0.2ml of

titative result of the corresponding drug and/or metabolite and alcohol in blood

Case (sex, age) Drug and/or metabolite (ng/ml)

1(male, ?years) Benzoylecgonine 47.3 ng/ml 0.2
2 (male, 19years) Benzoylecgonine 12.8 ng/ml 0
3(male, 21years) Benzoylecgonine 38.7 ng/ml 1.9
Cocaine 8.4 ng/ml
4 (male, 28years) Benzoylecgonine 36 ng/ml 1.7
5(male, ?years) Benzoylecgonine 680 ng/ml 0
6 (female, 28years)  Benzoylecgonine 391 n§/ml 0
7 (male, 32years) Benzoylecgonine 15 ng/ml 3.2
8(female, 26years)  Benzoylecgonine 1600 ng/ml 0
9 (male, 24 years) Benzoylecgonine 1200 ng/ml 11
Cocaine 30 ng/ml
10 (male, 35years) Benzoylecgonine 1600 n§/ml 21
Cocaine 18 ng/ml
11 (male, 16 years) Benzoylecgonine 1041 n§/ml 1
Cocaine 109 ng/ml
12 (male, 22 years) Methamphetamine 6 ng/ml 2.5

MDA 12.5 ng/ml

? years =unknown age.
2 Semiquantitative results.

4. Conclusion

A method was developed and validated for the determina-

tion of morphine, 6-MAM, amphetamine, methamphetamine,

p
Alcohol (g/1) successfully applied to 156 road fatalities, providing important

data for epidemiological studies of DUID.

lasma/blood was needed to do the analysis. The method was
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A rapid, sensitive and selective liquid chromatography/electrospray mass spectrometry (LC/ES-MS)
method was developed for the quantitative determination of the anaesthetic benzodiazepine mid-
azolam (MID) in human saliva and plasma from patients undergoing anesthesia procedures. Bio-

logical samples spiked with diazepam-d;, the internal standard, were extracted into diethyl ether.

Compounds were separated on a Xterra® RP;5 column using a mobile phase of acetonitrile/formic
acid 0.1% at a flow rate of 0.25mL/min under a linear gradient. Column effluents were analyzed
using MS with an ES source in the positive ionization mode. Calibration curves were linear in
the concentration ranges of 1-250 and 0.2-25ng/mL in plasma and saliva, respectively. The limits
of detection were 0.5 ng/mL in plasma and 0.1 ng/mL in saliva, using a 0.5-mL sample volume. The
recoveries of the spiked samples were above 65%. The method was applied to ten real samples from
patients undergoing midazolam treatment. Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

Midazolam, 8-chloro-6-(2-fluorophenyl)-1-methyl-4H-imida-
zo[1,5-a][1,4]benzodiazepine, is a short-acting benzodiazepine
that is used clinically for sedative purposes prior to minor
medical procedures and surgery.1 In humans, it has been
widely used for cardiac surgery in combination with opioids
and for sedation of mechanically ventilated patients, in inten-
sive care units. Oral midazolam is commonly used for proce-
dural sedation in children, despite the lack of a product license
for the oral route of administration and a low bioavailability.>

The standard for drug testing in toxicology is an
immunoassay screen conducted on a urine sample, followed
by confirmation by gas chromatography with mass spectro-
metric (GC/MS) detection.* In recent years, remarkable
advances in sensitive analytical techniques have enabled
the analysis of drugs in unconventional biological specimens
such as saliva. Whole saliva (or oral fluid (OF)) is readily
collected, by non-invasive procedures, and contains serum
constituents derived from the local vasculature of the salivary
glands and also from the oral cavity via the flow of gingival
fluid.” The levels of substances to be detected in saliva tend to
be rather lower than those of the drug metabolites in urine;
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thus analysis of OF is a more sensitive process. Saliva also
gives a different time course of drug detection, and
substances tend to be detectable in saliva for shorter periods
than in urine, typically for 12—-24 h after consumption.6 The
greatest advantage of analyzing OF is that staff can directly
observe patients when they produce samples, usually by
placing a collection tube or device in their mouth. This
assures staff that the sample comes from the patient and the
procedure is compatible with respecting patients’ dignity. As
a diagnostic fluid, saliva also offers distinctive advantages
over serum because it can be collected non-invasively by
individuals with modest training. Furthermore, saliva may
provide a cost-effective approach for the screening of large
populations. A disadvantage of studying OF is that people
are sometimes unable to produce sufficient amounts of fluid
for analysis.

The published techniques for the analysis of midazolam
have mainly involved high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) with UV detection,” '* GC with electron
capture or nitrogen-phosphorus detection,''~** or even GC/
MS using electron ionization or negative ion chemical
ionization techniques.'*"” The existing HPLC-UV techniques
have generally shown higher limits of detection (LODs) than
GC techniques. On the other hand, liquid chromatography/
tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) or capillary zone
electrophoresis/tandem mass spectrometry (CZE/MS/MS)
techniques still require expensive instruments that are not
available in most clinical and toxicological laboratories.
Nevertheless, in recent years, LC/MS has rapidly matured

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.



to become a very powerful and useful analytical tool that is
widely applied in many areas of chemistry, pharmaceutical
sciences and biochemistry.'® In fact benchtop single-quadru-
pole LC/electrospray (ES) MS devices are now affordable
and widely available in analytical laboratories.

The aim of the present study was to design a sensitive,
specific and fully validated method using LC/ES-MS for the
determination of midazolam in human plasma and saliva.
This method was intended to be applied to routine
therapeutic drug monitoring of patients receiving midazo-
lam for conscious sedation purposes, or to confirm the check
on site. The method was designed to permit (in the near
future) the simultaneous analysis of the most commonly
prescribed benzodiazepines (BDZs) with the same analytical
conditions. At the moment the method is being used for the
quantitation of midazolam in fluid oral samples originating
from drivers who tested positive for BDZs in the European
Road Site Testing Assessment (ROSITA) project, in which our
group is involved, together with other European and
American laboratories.

EXPERIMENTAL

Chemicals

Midazolam (MID) was obtained from Sigma (St. Louis, MO,
USA) and diazepam-ds (internal standard, IS) was obtained
from Cerillant™ (Barcelona, Spain). Formic acid (99% pure)
was obtained from Merck (Barcelona, Spain). Chromasolv™®™
grade acetonitrile (99.98% pure) was from Riedel de Haen
Sigma-Aldrich Chemie (Schnelldorf, Germany). Diethyl
ether of HPLC quality was from Scharlau Multisolvent (Sent-
menat, Spain). All other chemicals and solvents were of ana-
lytical grade or better. Purified water was obtained in the
laboratory using a Milli-Q water system (Le Mont-sur-Lau-
sanne, Switzerland). Drug-free heparinized human plasma
was obtained from the local blood bank. Drug-free oral fluid
was obtained from healthy volunteers using Salivette™
(Sarstedt, Niimbrecht, Germany) devices.

A 0.1M ammonium carbonate buffer (pH 9.30) was
prepared by adding a 1M ammonium hydroxide solution
to 900 mL of ammonium carbonate solution (9.6 g/L) to pH
9.3 (determined using a pH meter) and making up the
solution to 1000 mL with ammonium carbonate.

A pH 9.50 borate buffer was prepared by mixing 6.2 g of
H3BO; and 7.5g of KCI with 420 mL of a solution of 0.1 M
sodium hydroxide, and adding water to a volume of 1000 mL.

Preparation of stock solutions and standards
Stock solutions of MID and the IS were prepared at 1 g/L in
methanol and were kept at —20°C in the dark for a maximum
of 6 months. Each day, working solutions containing MID at
0.02, 0.1, 0.5 and 2.5mg/L for plasma and 0.002, 0.005, 0.01,
0.1 and 0.25mg/L for saliva were prepared by appropriate
dilution with Milli-Q water. The working solutions of the IS
at 1mg/L (for plasma) and 0.4mg/L (for saliva) were pre-
pared by appropriate dilution with methanol.

Sample preparation
To 0.5mL of plasma were added 50 pL of a 1 mg/L IS solu-
tion, 0.5mL of the pH 9.50 borate buffer and 8 mL of the

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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extraction solvent (diethyl ether), in a 10-mL borosilicate
tube. The tubes were shaken for 15 min and then centrifuged
at 3500 rpm for 10 min. The organic phase (7.2-7.8 mL) was
transferred to a 10-mL borosilicate tube and evaporated to
dryness at 45°C under a gentle stream of nitrogen. The dry
extract was redissolved in 100 pL of a mixture of formic
acid 0.1%/acetonitrile (90:10, v/v). The samples were trans-
ferred into autosampler vials, and 15 uL were injected into the
LC/MS system.

In the case of saliva samples, the process was quite different.
To0.5mL of saliva wereadded 50 pL of a 0.4 mg /LIS solution,
0.5mL of the 0.1 M ammonium carbonate buffer, pH 9.30, and
6mL of the extraction solvent (diethyl ether), in a 10-mL
borosilicate tube. The tubes were shaken for 15 min and then
centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The organic phase (5.2
5.8mL) was transferred to a 10-mL borosilicate tube and
evaporated to dryness at 45°C under a gentle stream of
nitrogen. The dry extract was redissolved in 50 uL of a mixture
of formic acid 0.1% /acetonitrile (93:7, v/v), of which 15uL
were injected into the chromatographic system.

Two sets of calibration standards, one for plasmaat0, 1, 2,
5,10, 25,50, 125 and 250 ng/mL, and one for saliva at 0.2, 0.5,
1,2,10 and 25 ng/mL of MID, were prepared with each series,
by spiking blank plasma and saliva samples with the
appropriate working solutions.

Liquid chromatography/mass spectrometry

The HPLC system was a Waters Alliance 2795 (Waters, Wat-
ford, UK) separation module. Chromatographic separations
were performed with an Xterra®™ RP;g, 5pum (150 x 2.1 mm
i.d.) reversed-phase column (Waters, Milford, MA, USA).
The mobile phase, delivered at a flow rate of 0.25mL/min
at room temperature, was a gradient of acetonitrile in 0.1%
formic acid programmed as follows: for plasma, 10% acetoni-
trile during 1.5 min, increased to 72% in 14 min and decreased
to 10%, i.e., original conditions, in 1 min; and, for saliva, 7%
acetonitrile during 2 min, increased to 72% in 12.5min and
decreased to 7%, i.e., original conditions, in 0.5 min.

The detection was performed using a Micromass ZMD
2000 mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK) fitted
with a Z-spray ion interface. Ionization was achieved using
electrospray in the positive ionization mode (ESI+). Nitrogen
was used as nebulization and desolvation gas. To optimize
ionization and ion transmission conditions of MID and the IS,
15 uL of a 10 pg/mL solution of each compound in the mobile
phase were injected without HPLC separation into the ion
source. In order to obtain the highest possible abundance for
the quantitation and confirmation of ions, the fragmentation
energy (‘cone voltage’) was optimized. During this experi-
ment, a mass range from m/z 100-400 was monitored.
Acquisition was made in the selected ion monitoring mode
of positive ions, with a dwell time of 0.15s. For the
quantitation of MID the protonated molecule [M+H]" was
selected as the quantitation ion and one main fragment
was selected as confirmation ion. Table 1 summarizes the
conditions for the measurement of MID and the deuterated
IS. The other main parameter settings were: drying gas
temperature 300°C, source heater temperature 115°C, neb-
ulization gas flow 550L/h, cone gas flow 100L/h, and
capillary voltage 3000 V.

Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004; 18: 2976-2982
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Table 1. Chromatographic retention times and selected
ions of midazolam and diazepam-ds (IS)

Retention time

(min)
Selected Cone voltage
Compound Plasma  Saliva ions (m/z) (\%)
Midazolam 9.2 10.3 326.1 30
291.3 60
Diazepam-ds 13.2 14.3 290.3 40

Quantitation ions are in bold characters.

Data acquisition, peak integration and calculation were
interfaced to a computer workstation running MassLynx NT
3.5 and QuanLynx 3.5 software.

Validation
The analytical validation was performed according the guid-
ing principles of the FDA.'” Recoveries were determined in
quintuplicate at concentrations of 5 and 125ng/mL of MID
in plasma, and 2 and 25 ng/mL of MID in saliva. For each con-
centration, five blank samples were fortified with MID and the
IS and five others with the IS only. They were extracted as pre-
viously described. The dry extracts of the fortified samples
were redissolved in 50 uL. of reconstitution solvent, while the
extracts of the blank samples were redissolved in 50 uL of
reconstitution solvent containing the respective nominal
amounts of midazolam. The latter were used as neat standards.
In addition the recovery from the cotton-roll of Salivette™
was performed in a similar way at 1 and 25 ng/mL of MID in
saliva. For each concentration, ten blank saliva samples were
fortified with MID and the IS. Five samples of each
concentration were absorbed with Salivette®™ devices, cen-
trifuged and then extracted as previously described. The
other five, directly extracted, were used as neat standards.
Within-day precision and accuracy were determined at
three concentrations, the lower limit of quantitation (LLOQ),

Midazolam 2 8 {0.249)

the upper limit of quantitation (ULOQ) and an intermediate
level, by preparing and analyzing on the same day six
replicates for each level. Between-day precision and accu-
racy, as well as linearity and the lower limit of quantitation
(LLOQ), were assessed by analyzing each day for six days a
set of plasma samples spiked at 1, 2, 5, 10, 20, 50, 125 and
250ng/mL and saliva samples at 0.2, 0.5, 1, 2, 10 and 25ng/
mL. Precision, expressed as the coefficient of variation (CV) of
the measured values, was expected to be less than 15% at all
concentrations, except for the LLOQ for which 20% was
acceptable. In the same way, accuracy was evaluated using
the mean relative error (MRE), which had to be less than 15%
of theoretical values at each concentration level except for the
LLOQ, for which 20% was acceptable. Therefore, LLOQ was
defined as the lowest concentration yielding between-day
precision CV and MRE each of less than 20%.

The validation of a partial or increased sample volume was
carried out by diluting 1/5 additional quality controls (QCs)
with a concentration five times above the ULOQ in plasma
and saliva(1250 and 250 ng/mL, respectively). Five replicates
of each control sample were analyzed together with a
calibration curve, after appropriate dilution of the samples,
with blank plasma or saliva, to the validated concentration
range. The calculated concentrations of diluted QCs, when
multiplied by their respective dilution factors, must fall
within the defined precision and accuracy criteria for that
QC.'®

The specificity of the method was evaluated by analyzing
plasma and saliva samples from ten healthy non-drug (BDZs
and other drugs) consuming subjects. The matrix effect on the
ESI response was evaluated by using a post-column infusion
system.'*2! Mobile phase was delivered into the ESI inter-
face ata rate of 250 mL /min while analyte was being infused,
post-column, through a Valco zero dead volume tee using a
Harvard Apparatus model 11 (South Natick, MA, USA)
syringe pump. Five plasma and saliva samples without MID
or IS were extracted as previously described, reconstituted
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Figure 1. Full-scan spectra of midazolam.
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with mobile phase, and 15 L of each plasma extract were
injected onto the Xterra column. Effluent from the HPLC
column combined with the infused analytes and entered the
ESI interface.

The method was applied to real samples from patients
undergoing midazolam (MID) treatment as follows: (a) In
five mechanically ventilated patients different MID doses
were administered by continuous intravenous infusion, and
saliva and blood samples were drawn (from an antecubital
vein) during the infusion and at different times after the end
of it. (b) To the other five patients a single bolus dose of 2mg
of MID was administered and blood and saliva samples were
drawn at different time intervals (10, 30 and 50 min or 20, 40
and 60 min).

RESULTS AND DISCUSSION

Internal standards are desirable when an analysis is per-
formed by mass spectrometry. Deuterated analogues are
commonly used as internal standards as they are essentially
identical in chemical and chromatographic properties to the
respective unlabelled compounds while being readily distin-
guishable by mass spectrometry because of their mass differ-
ence. In this case diazepam-ds was chosen for this purpose.

A gradient of acetonitrile was used because the method
was designed to be used in the future as a BDZ screening
method; nevertheless, at the moment, the method has only
been validated for midazolam. The full-scan mass spectrum
of MID is presented in Fig. 1. The ions selected and their
respective optimized fragmentation (‘cone’) voltages are
reported in Table 1.

Owing to the selectivity of MS, a simple, single-step
liquid-liquid extraction could be used, which was revealed
to be efficient in terms of purification. Plasma or saliva
extracts did not show interfering peaks from endogenous
substances and extraction recovery for MID was adequate
(Figs. 2(a) and 2(b) and Tables 2 and 3).

The limit of detection (LOD), defined as the lowest tested
concentration yielding a signal-to-noise ratio higher than 3,
was 0.5ng/mL in plasma and 0.1 ng/mL in saliva, using a
0.5-mL sample volume.

The within-day precision, as well as the between-day
precision and accuracy, were satisfactory under all the
concentrations tested (Tables 2 and 3). The LOQ for
midazolam deduced from between-day precision and accu-
racy was 1ng/mL in plasma and 0.2ng/mL in saliva. The
linearity of the compound-to-IS peak area ratio versus the
theoretical concentration was verified from this LOQ up to
250 and 25 ng/mL in plasma and saliva, respectively, using a
1/x weighted linear regression. The correlation coefficients
were typically better than 0.99 and the curvature, tested by
analysis of variance on a set of six calibration curves, was not
significant. Previously published GC/MS or LC/MS proce-
dures have yielded lower LODs and LOQs than the present
technique,” but our method uses a smaller volume of sample
(only 0.5mL) and is more sensitive than most of the HPLC or
GC techniques published so far, the LODs of which are
generally higher than 1ng/mL,/*'"'> and even more
sensitive than some LC/ES-MS/MS techniques previously
described.?® In adition, the procedure is also adequate and

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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very sensitive to saliva samples with a LOQ of only 0.2ng/
mL, by also using 0.5mL of sample.

As an alternative to the extension of the calibration curve
for the measurement of concentrations which are above the
highest calibration standard, the sample can be re-analyzed
after dilution with blank matrix.'®?* The validation of this
procedure showed the following results: the 1/5 dilution of a
plasma concentration of 1250ng/mL yielded a result of
240.38 ng/mL (CV =10.88%), while a 1/5 dilution of a saliva
concentration of 250 ng/mL yielded a result of 25.95ng/mL
(CV=1.02%). These fall within the defined precision and
accuracy criteria.

Ion suppression is caused when a chemical present in the
sample or in the chromatography run prevents the analyte of
interest from being ionized, and therefore reduces or
eliminates its signal.”>~* The evaluation of this matrix effect
by the post-column infusion system has the advantage of
locating the region in the chromatogram influenced by matrix
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Figure 2. Selected ion chromatograms of (a) an extract of a
blank saliva sample, (b) an extract of a saliva sample spiked
at 0.5ng/mL with midazolam, and (c) an extract of a real
saliva sample (measured concentration, 2.6 ng/mL).

Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004; 18: 2976-2982



2980 O. Quintela et al.

Table 2. Validation results of the LC/MS determination of midazolam in plasma

Within-day study (n=6)

Between-day study (n=6)

Concentration Recovery (%) Precision CV Mean relative Mean conc. Precision CV Mean relative
(ng/Ml) (n=5) (%) error (%) found (ng/mL) (%) error (%)
1 2.34 —0.83 0.95 13.72 —5.00
2 1.87 8.85 —6.33
5 72.37 4.85 11.04 -3.00
10 10.2 5.87 0.18
25 26.82 6.05 7.29
50 343 8.23 53.45 3.26 6.89
125 73.58 130.14 3.82 4.11
250 8.90 —5.76 239.91 2.79 —4.04
Calibration curve
Slope 0.0049 +0.001
Intercept 0.0017 £0.001
Correlation 0.995 +0.003

Table 3. Validation results of the LC/MS determination of midazolam in saliva

Within-day study (n=6)

Between-day study (n=6)

Concentration Recovery (%) Precision CV Mean relative =~ Mean conc. found Precision CV Mean relative
(ng/mL) (n=5) (%) error (%) (ng/mL) (%) error (%)
0.2 13.36 3.33 0.19 12.53 3.33
0.5 0.49 7.19 1.43
1 1.06 9.68 6.14
2 68.30 3.81 5.75 2.06 5.43 3.21
10 9.91 7.02 0.86
25 69.94 5.23 6.62 25.01 2.93 0.03
Calibration curve
Slope 0.0143 +£0.002
Intercept 0.0021 +0.001
Correlation 0.998 +0.001

effects on the analyte. In this case no suppressive effect was
detected in the region of interest.

The use of oral fluid as a non-invasive specimen alternative
to blood as an indicator of recent drug use is particularly
indicated in countries where the legislation restricts blood
collection, like Spain. Nevertheless, a major problem of this
type of sample collection is the difficulty in obtaining
constant, or even enough volume of sample, especially in

another difficulty in the interpretation of saliva results: It is
very risky to establish a relationship between plasma/saliva
concentrations, and the real LOQ of the analytical method
does not actually correspond with the LOQ in real saliva

Table 4. Concentrations of midazolam found in plasma and
saliva after continuous infusion of the drug

non-collaborating patients. In our study, using the Salivette™ Perfusion  Time after Flasma Saliva
device, it was only possible to draw the adequate volume of Case doserate  suspension COne: Cone.
4 number (mg/h) (h) (ng/mL) (ng/mL)
saliva (>0.5mL) in less than 50% of cases (Tables 4 and 5): in
27% of cases no saliva sample was available and in 24% of 1 10 712.0 *
cases the sample volume was not enough, so dilution with 48 70.94 :
?lank salivaf was required. Blood samp.les are gasier to obtain 2 15 >4 6§Z§4 29,09
in unconsciencious or non-collaborating patients, and the 50 25.81 <02
volume can be easily checked while the sample is drawn. 74 18.45 0
Another problem with saliva is the way used to obtain the 98 0 0
sample. Basically, saliva can be collected by spitting, which is & 20 500.04 39.14
. . . . . 6 471.4 31.06
disagreeable for jcbe subject, or by using a commercial device 4 25 154.0 19.87
like the Salivette™ used in this study. This latter technique is 24 10.82 0.35
well accepted by patients but can decisively affect the results. 5 20 856.8 32.0
In our study the recovery of midazolam from the cotton-roll 25 618.8 7.45
of Salivette™ was only 52.2 and 54.9% at 1 and 25ng/mL, Z‘é 8 8

respectively. This means that more than 50% of the drug
present in saliva remained in the cotton, which represents

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

* No sample available.
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Table 5. Concentrations of midazolam found in plasma and saliva after the administration of a single 2mg bolus of the drug

Sample extraction time (min)

Case number Bolus dose (mg) Concentration (ng/mL) 10 30 50
6 2 Plasma 197.87 54.29 43.36
Saliva 13.98* 2.56" 1.04
7 2 Plasma 282.9 140.6 51.8
Saliva * * *
Sample extraction time (min)
20 40 60
8 2 Plasma 1101.74 156.7 28.19
Saliva 1.98* 0.57 0.57
9 2 Plasma 50.64 25.48 30.2
Saliva 0.79* 1.42* 0.22*
10 2 Plasma 308.87 26.29 15.04
Saliva 1.73* 2.16" *

* No sample available.
# Not enough volume of sample (<0.5mL).

samples. Further studies to evaluate the usefulness of such
specimens should involve pharmacological research to
determine the expected concentrations, because, at the
moment, the results are still controversial. In any case the
proposed analytical procedure is sensitive enough as to
detect very low saliva concentrations, which permit the
diagnosis of recent consumption of midazolam. Figures 2(a)
and 2(b) show the chromatograms of a blank saliva and a
0.5ng/mL of midazolam saliva sample.

The procedure described herein was applied to 57 real
samples, 33 plasma samples and 24 saliva samples, from
patients undergoing midazolam for sedation purposes. To
one series of patients (cases 1-5) the drug was administered
at high doses by continuous infusion, and blood and saliva
samples were drawn at diferent times (Table 4). To the other
series of patients (cases 6-10) a single dose of 2mg of
midazolam was administered, and saliva and blood samples
were taken at shorter periods of time (Table 5). The times of
sampling were variable because of the difficulty of obtaining
biological samples in critical patients. As can be seen, in an
important number of cases the saliva sample was inadequate.
Finally, the concentrations in saliva are very variable, and in
our study it was impossible to obtain a fixed relationship with
plasma concentrations. Figure 2(c) shows the chromatograms
of a real case of saliva extract corresponding to a concentra-
tion of 2.6 ng/mL.

CONCLUSIONS

In summary, we have developed a simple and rapid method
for midazolam (MID) quantitation in plasma and oral fluid by
using LC/MS. The procedure, which involves a very
simple one-step liquid-liquid extraction method, is sensitive
and specific enough as to detect 0.1 and 0.5ng/mL of MID in
saliva and plasma, respectively, using only 0.5 mL of sample.
It has been completely validated, including the dilution and
the ion suppression effects, showing excellent results for all
the parameters studied. The method was applied to real sam-
ples from patients receiving MID for sedation purposes, in
order to obtain some pharmacokinetic data. Finally, it has

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

been validated to other common BDZs, such as diazepam, lor-
azepam, alprazolam, etc., by using the same chromatographic
conditions. This will allow the use of this method as a screen-
ing method for BDZs. At the moment it is also being used to
confirm results in the oral fluid samples originating from dri-
vers who tested positive for BDZs in the ROSITA European
Project, in which our laboratory is involved.
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Resumen: En los ltimos afios el aumento de publicaciones de
aplicaciones de la cromatografia de liquidos acoplada a la espec-
trometria de masas (LC-MS) en numerosos campos analiticos,
incluyendo la toxicologia y las ciencias forenses, ha sido verda-
deramente espectacular. Este hecho, que no deja de aumentar, se
debe probablemente tanto a los avances tecnolégicos de la téc-
nica como al descenso real de los precios en torno a esta “nove-
dosa tecnologia”. Es por ello que numerosos laboratorios estan
en disposicion de adquirir una herramienta, que si bien en sus
partes por separado no es desconocida (la cromatografia de
liquidos, y la espectrometria de masas), unidas poseen unas
caracteristicas que la hacen especial, tanto en el modo de traba-
jar como en las aplicaciones a las que puede estar destinada.

El presente trabajo trata de abordar someramente los principios
fisico-quimicos sobre los que se basa la particular forma de
compatibilizar el liquido procedente del cromatografo de liqui-
dos con un espectrometro de masas que unicamente puede tra-
bajar con muestras en estado gaseoso. En una segunda parte se
describe las interfases de Ionizacién a Presion Atmosférica
(API), con sus dos fuentes de ionizacidn mas representativas:
Electrospray (ES), e lonizacién Quimica a Presion Atmosférica
(APCID).

Ya por dltimo se realiza una revision de las aplicaciones de la
técnica en un laboratorio de toxicologia forense, en donde apa-
recen reflejadas las mas recientes aplicaciones de la técnica,
como es el caso del screening general de xenobidticos.

Palabras clave: Cromatografia de Liquidos—Espectrometria de
Masas, ionizacion a presion atmosférica, drogas de abuso.

Abstract: LC-MS Methodology. General overview and toxi-
cological applications. In the last few years, the increased use
of liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) in
various analytical fields, including forensic and clinical toxico-
logy, has been spectacular. At the moment, there is not doubt that
LC-MS is competing with Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GC-MS) for the status of the number one analy-
tical technique in Toxicology. This fact'is due not only to its
technological advantages but also to its lower cost. This work
discusses the principles of LC-MC systems, discussing new
applications regarding quantitative analysis applied to drugs in
different biological matrices. LC-MC, as a useful tool for scree-
ning in drug analysis, is presented as one of the best applica-
tions.

Key words: Liquid chromatography-mass spectrometry, atmos-
pheric pressure ionization, drugs of abuse.

Introduccion

El acoplamiento de un detector de espectrometria de masas a un
sistema de separacion cromatografica constituye una herramien-
ta que permite que se resuelvan con las suficientes garantias los
problemas de identificacién y cuantificacion de sustancias que
habitualmente les son planteados a los toxicélogos. En efecto,
cuando los detectores de masas por impacto electronico operan
en modo scan proporcionan una informacion espectral muy pre-
cisa sobre la identidad del producto, y cuando operan en modo
SIM (modo de seleccion de id6n) proporcionan una excelente
sensibilidad con una alta especificidad, lo que posibilita el ana-
lisis cuantitativo.

Dicho acoplamiento realizado mediante una interfase comporta
ciertas dificultades, que en el caso de la cromatografia de gases
(GC) se resolvieron hace bastante tiempo y actualmente apara-
tos de GC-MS de gran fiabilidad forman parte de la instrumen-
tacion basica de los laboratorios de toxicologia. Sin embargo, en
el caso del acoplamiento de la cromatografia de liquidos con la
espectrometria de masas la situacién es muy diferente [1].

Los tltimos diez afios han supuesto un cambio importante en la
investigacion en el campo de la cromatografia de liquidos aco-
plada a la espectrometria de masas (LC-MS). Teniendo en cuen-
ta que la investigacion sobre el acoplamiento de la LC y la MS
comienza a principios de los afios 70, los siguientes veinte aios
estuvieron centrados en la resolucion de problemas de este difi-
cil acoplamiento y en la innovacion tecnoldgica de diferentes
interfases [2].

Cada interfase aplica una tecnologia diferente para resolver los
dos problemas principales que plantea este tipo de conexion: a)
eliminar la gran cantidad de gas, y vapor procedente de la fase
moévil antes de entrar a la regién de alto vacio del MS; y b) trans-
formar las moléculas en solucién de la fase movil en iones en
fase gaseosa, sin que se produzca degradacién térmica.

La sensibilidad del analisis por LC-MS va a depender tanto del
analito de que se trate como de la interfase empleada. En este
sentido, la LLC-MS es una técnica adecuada para el analisis de
sustancias polares, de peso molecular elevado y de sustancias
termolabiles, sin tener que recurrir al proceso de derivatizacion
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previo al analisis de las mismas que habitualmente se lleva a
cabo en GC-MS [1].

No es ¢l objeto de este trabajo analizar pormenorizadamente los
diferentes tipos de interfase y sus particulares métodos de ioni-
zacion, sobre todo cuando existen excelentes textos de referen-
cia sobre esta materia [3]. El primer intento de acoplamiento de
LC con MS fue descrito por Arpino y cols. en 1974 [4]. Desde
entonces se han descritos en la literatura al menos 25 acopla-
mientos diferentes (interfases o interfases/fuentes de iones) [5]
de los que al menos siete han tenido algun éxito. Dentro de las
interfases “historicas”, de acuerdo con la denominacién de
Marquet y Lachétre [6], estarian las siguientes cinco: Direct
Liquid Inlet (DLI) {4, 7], Moving belt [8, 9], Fast Atom
Bombardment (FAB) [10, 11], Particle Beam (PB) [12, 13] y
Thermospray (TSP) {14, 15]. Actualmente, los fabricantes de
instrumentacion LC-MS han optado por configurar sus equipos
con dos interfases que se incluyen dentro de la denominada ioni-
zacién a presion atmosférica (API), denominadas electrospray
(ES) e ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI). Estas
dos ultimas constituyen sin lugar a dudas las interfases que han
logrado un mayor éxito analitico, lo que se ve reflejado en el
gran aumento de publicaciones cientificas de estos ultimos afios.
Hojay cols. en 1997 [1]; Marquet y Lachatre en 1999 [6]; y Van
Bocxlaer y cols. en 2000 [16], publicaron interesantes revisiones
de las aplicaciones de LC-MS en el campo de la toxicologia y
ciencias forenses, en donde ademas se recoge una breve des-
cripcion también de la evolucién de la tecnologia hasta ese
momento.

Técnicas de ionizaciéon a presion atmosférica (API)

Las primeras técnicas comercializadas de LC-MS (DLI, TSP,
moving belt, PB), presentaban ciertas dificultades de uso debi-
do fundamentalmente a su baja sensibilidad y su falta de robus-
tez. Aln asi han resultado adecuadas para ciertas aplicaciones
especificas, y en algunos casos concretos todavia lo siguen sien-
do. Sin embargo el imparable aumento de las aplicaciones de la
técnica de LC-MS se debe a 1a introduccion de una nueva inter-
fase entre el HPLC y el MS, diferente a las mencionadas hasta
el momento. Se trata de la interfase denominada API (siglas de
la denominacion inglesa Atmospheric Pressure Ionization), y
que engloba a todas las técnicas en la que los iones se forman a
presién atmosférica [17]

Una fuente API consta de cuatro componentes basicos [18]:
1. Dispositivo de introduccion de muestra

2. Camara de ionizacidn, en donde se generan los iones median-
te ionizacion por electrospray, APCI u otro mecanismo (inter-
fase).

3. Cono de muestreo (orificio de entrada de los iones).

4. Sistema de transferencia de iones, en el que éstos son trans-
portados hacia la region de alto vacio del MS.

Cuando una mezcla de gas y de iones es transferida desde una
region a presion atmosférica hacia la region a baja presion den-
tro del MS experimenta un intenso enfriamiento (enfriamiento
adiabético) debido a la rapida expansion de la mezcla en el vacio
[19, 20]. Si al mismo tiempo se encuentran presentes en la mez-
cla sustancias polares y neutras (por e¢jemplo, agua y solventes)
tiene lugar 1a condensacion de este solvente sobre el analito, ori-
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ginando lo que se conoce como clusters. El tamafio de los clus-
ters asi formados puede exceder el del rango de masas del ana-
lizador y disminuir, por tanto, la sefial del analito. En todos los
aparatos modernos de MS disefiados para trabajar con API, el
problema de clustering se trata de minimizar, bien previniendo
su formacion, bien eliminandolos por diferentes métodos.

oda 3813 etapa vacio

qera
I , Optica de iones
Gas + lones —— lones

N
'ITorr} <103 Torr <105 Torr

Bomba Bomba de vacio Bomba de vacio
de vacio

FUENTE AP

Analizador de masas

Fig. 1. Esquema general de una interfase de Ionizacion quimica a
Presion Atmosférica (API) acoplada a un espectrometro de masas.
Pueden observarse las diferentes etapas de vacio que deben emple-
arse para pasar de presion atmosférica a un vacio aceptable para la
deteccion por MS (adaptacion de [17]).

La transmision desde la region a presion atmosférica hasta la de
alto vacio es la etapa en donde se produce la pérdida de 1a mayor
parte del analito en los aparatos de MS actuales, por eso los
fabricantes intentan mejorar la instrumentacion en este aspecto,
para asi aumentar la sensibilidad de los equipos [21, 22] Por
tanto, el disefio tecnologico del sistema de transferencia de iones
posee una importancia crucial para conseguir buenos niveles de
sensibilidad. Este ha sido el objetivo de la Gltima modificacion
llevada a cabo en la fuente de iones de los instrumentos de
Micromass (entre los que se incluye el ZMD con el que se rea-
liz6 este trabajo) y que ha consistido en el desarrollo de un sis-
tema de transferencia de iones en forma de Z, denominado Z-
spray (ver Figura 2). En este sistema los iones son extraidos,
mediante un recorrido ortogonal, desde la fuente API hacia una
camara de vacio y de ésta a la region de alto vacio para su ana-
lisis de masas. Esta disposicion fisica de la interfase proporcio-
na una mayor sensibilidad, posibilita la eliminacion de parte de
los aductos formados en la cdmara de ionizacién, y permite el
uso de fosfatos en la elaboracion de la fase mévil. Ademas faci-
lita la eliminacién de las moléculas neutras que hayan podido
pasar desde el spray, para que no pasen al interior del MS, dis-
minuyendo asi el ruido de fondo.

En las técnicas API los iones formados a presion atmosférica
son transportados desde la fuente a las regiones de alto vacio del
analizador a través de diferentes etapas de vacio separada por
diferentes lentes (ver Figura 1). En la siguiente etapa, los iones
son enfocados y guiados a través de los orificios de las lentes
hacia el interior del MS gracias a la aplicacidn de campos eléc-
tricos adecuados.

Las principales ventajas de API propuestas por Voyksner son
cuatro [23]:
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Fig. 2. Dibujo representativo de la sonda de electrospray, con dise-
io ortogonal que impide la entrada de gran parte de los compues-
tos neutros y gotas no evaporadas (modificado de Micromass).

1. El volumen de fase moévil utilizado en API se acerca mas a los
valores tipicamente usados en LC (esto no ocurria con el resto
de interfases en donde el flujo se debia reducir considerable-
mente).

2. Las técnicas API son adecuadas para el analisis de compues-
tos no volatiles, polares y termolabiles, que son los tipica-
mente analizados por LC.

3. El acoplamiento API-MS proporciona una alta sensibilidad,
ofreciendo limites de deteccién comparables e incluso mejo-
res que los alcanzados con la técnica GC-MS.

4. Los sistemas API son muy estables y relativamente faciles de
manejar.

Dentro de las mas recientes técnicas de API se diferencian dos
modalidades basicas de interfase: ESI (Electrospray ionization),
y APCI (Atmospheric, Pressure Chemical Ionization). A su vez
el electrospray (ES) puede subdividirse en ES asistido neumati-
camente, ES de multispray, etc., en que la principal diferencia
radica en la distinta formacion del spray a partir del flujo proce-
dente del HPL.C. Veamos un poco més en detalle en qué consis-
ten estos dos tipos de interfase comunmente usados en LC-API-
MS y que se encuentran disponibles en las configuraciones de
los aparatos de los diferentes fabricantes:

Interfases de ionizacion quimica
a presién atmosférica (APCI)

La primera interfase APCI para LC-MS fue desarrollada por
Horning y cols. en los afios 70 [24]. A partir de entonces se han
sucedido diferentes disefios, algunos de los cuales han llegado a
comercializarse. Utilizando la sonda de APCI el liquido que pro-
cede del LC es nebulizado y rédpidamente evaporado por la
accion de una temperatura elevada (300-500 °C). A pesar de que
a esta temperatura tedricamente ciertos analitos pueden ser
degradados, los altos flujos de gas de nebulizacién y de N, coa-
xial (también denominado gas de make-up), previenen la ruptu-
ra de las moléculas (pensemos ademas que el tiempo que per-
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manecen las moléculas a una temperatura elevada es muy
pequeiio, sobre todo si lo comparamos con el tiempo que per-
manecerian en la columna cromatografica de un CG-MS a esa
misma temperatura). De esta forma los iones que estan presen-
tes en la disolucién pueden pasar a fase vapor.

Para incrementar ¢l proceso de ionizacion se suele aplicar una
descarga en corona, del orden de 2-6 kV, justo a la salida de la
sonda de APCI en el spray. Esta descarga eléctrica no sélo ioni-
za las moléculas de analito, sino también las del disolvente de la
fase movil. Estas a su vez pueden transferir su carga a las de los
analitos en la fase gaseosa, de lo que resulta la ionizacion qui-
mica de los mismos.

En modo idnico positivo, se forman moléculas protonadas y
aductos con cationes. En modo negativo, se forma la especie
desprotonada y la combinacion con aniones o la captura electr6-
nica. En todo caso la eficacia de la ionizacién, si la comparamos
con la CI “tipica” de GC-MS, es mucho mayor al producirse a
presi6én atmosférica, lo que incrementa enormemente la proba-
bilidad de choques entre los iones del solvente y las moléculas
de analito.

Una importante ventaja que presenta la sonda de APCI es que su
flujo optimo de trabajo es muy similar al alcanzado en la cro-
matografia de liquidos acoplada a los detectores tradicionales
(0,7-1,2 mL/min).

DESCARGA EN CORONA

{Etectrodo da
GAS de make-up

afto voltaje}
- 8® Q L 3

OQ‘.C

GAS de nebulizacion

Efluente del LC —.

Fig. 3. Fuente de APl-ionizacion gquimica a presion atmosférica.La
mezcla de liquido y vapor calientes se expande en la interfase a pre-
sion atmosférica, donde se produce una primera ionizacién median-
te la descarga en corona. Los iones formados a partir de las molé-
culas del solvente transfieren su carga a los analitos, produciéndose
asi su ionizacion quimica.

Generalmente la sonda de APCI se utiliza para el analisis de
moléculas de menos de 1000 Da, con baja o moderada polari-
dad. Estos analitos deben poseer ademads cierta volatilidad y no
ser excesivamente termoléabiles. Ejemplos de aplicaciones son
los pesticidas, numerosos medicamentos y drogas de abuso,
esteroides, PAHs. ..

Interfase de tipo Electrospray (ES)

El nacimiento del acoplamiento de LC-ES-MS fue descrito en
1984 casi simultdneamente por Yamashita y Fenn [25, 26]. A
partir de este momento el incremento de aplicaciones mediante
el uso de esta técnica ha sido espectacular. En efecto, se trata de
la técnica mas extendida actualmente y la que cuenta con un
mayor nimero de aplicaciones.
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El proceso fisico del electrospray se conoce desde hace bastan-
te tiempo y es el mismo utilizado para procesos tan comunes
como la produccion de aerosoles para pintar, en la ciencia nucle-
ar, en la liberacién de farmacos para inhalacion, etc....

Lentes que actuan
como electrados

Capilar
de Electraspray

Analizador M5

Soluclén

de la muestra

Alto Vacio

Ao
Vohaje

Gradiente de presion

Gradiente de potencial

Fig. 4. Elementos bdsicos que constituyen una configuracion repre-
sentativa de una fuente de API-electrospray.

En 1917 Zeleny [27] descubre que un alto potencial eléctrico
aplicado a un capilar produce la ruptura del solvente en finos
hilos que posteriormente se desintegran en pequefias gotas, y
esta es todavia la base del disefio de todas las fuentes comercia-
les de ESI existentes. Una modificacidén introducida en la mayo-
ria de los instrumentos actuales es la aplicacién de una corrien-
te coaxial de nitrégeno para mejorar la produccién del spray en
situaciones de elevados caudales de fase movil. Esta mejora,
denominada “ionspray”, fue introducida por Bruins y col., [28]
y permite aumentar el flujo de la fase mévil por encima de los
200 pL/min sin pérdida de sensibilidad. Se han introducido pos-
teriormente més adaptaciones con el mismo objetivo por parte
de los diferentes fabricantes.

En la fuente de ESI se distinguen dos electrodos: uno es el capi-
lar de ES y el opuesto lo constituye la entrada de la camara de
presién intermedia del MS. Los valores normales de tension en
el capilar se sitian entre 2,5 y 3,5 kV. Es necesario mantener una
diferencia de potencial en todo el recorrido que deben establecer
los iones hasta el detector. La polaridad seleccionada dependera
de la carga (negativa o positiva) que posean los iones que inte-
rese analizar.

Nebulizacion por electrospray:

Bajo la influencia del campo eléctrico aplicado los iones de la
misma polaridad migran hacia el liquido en el extremo del capi-
lar, cuya superficie se alarga formando el denominado “cono de
Taylor”.

Cuando la acumulacion de un exceso de iones de la misma pola-
ridad en la superficie del liquido hace que la fuerza de repulsién
columbimétrica supere a la tension superficial del liquido, se
emiten desde el capilar multitud de minasculas gotas (&1 um)
cargadas de iones de la misma polaridad. Estas gotas van redu-
ciendo su tamafio debido a fenémenos de evaporacion del sol-
vente (por efecto del gas y de la temperatura) y a la desintegra-
cion de las mismas gotas en otras de menor tamafio (3-10 nm)
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capaces de producir iones en fase gaseosa. Se consigue de esa
manera una ionizacién muy suave de los analitos que se encon-
traban en la fase movil [29].

Mecanismo de produccién de iones en fase gaseosa:

Existen tres modelos que describen la formacidn de los iones en
fase gaseosa a partir de las mintisculas gotas cargadas:

a. El modelo de residuo cargado, de Dole y col. [30, 31].

5. El modelo de evaporacion de iones, de Iribarne y Thomson
[32, 33].

¢. Un modelo alternativo, descrito por Siu y col. [34, 35], que
propone que los iones en fase gaseosa no se forman a partir
de las gotitas cargadas sino que se emiten directamente desde
el extremo del cono de Taylor [33, 36].

El modelo mas aceptado por la comunidad cientifica es el de la
evaporacion idnica, si bien la mayoria de las observaciones se
pueden explicar aceptablemente mediante los dos primeros
modelos.

Kebarle y Tangref [37] observaron que la separacion idnica en la
punta del capilar de electrospray es electroforética y que la inter-
fase puede ser considerada como una celda electrolitica en la
que parte del transporte de la carga tiene lugar en la fase gaseo-
sa. El proceso electroquimico esperado en la interfase liqui-
do/metal del capilar de ES posee implicaciones analiticas, pues
pueden generarse cationes a partir de moléculas neutras, permi-
tiendo asi, en ocasiones muy concretas, el uso del ES como un
método verdadero de ionizacioén, més que un procedimiento para
la transferencia de fase de los iones pre-formados [38, 39, 40].

Los iones formados se “extraen” del spray gracias a la diferen-
cia de potencial existente entre €l capilar y el cono de entrada.
Al entrar en la cdmara de presion intermedia las moléculas neu-
tras y los aductos idnicos del solvente son eliminados gracias a
una corriente de gas en sentido contrario que impide la entrada
de dichas sustancias y a la aceleracion de los iones hacia la zona
de baja presion del MS. Si se aumenta la aceleracion de los iones
(aumentando la diferencia de potencial entre los dos electrodos),
se puede producir su ruptura por fenémenos de colisién con
moléculas de gas residual procedente de la fase movil y del N,
utilizado como gas de nebulizacion. Los fragmentos producidos
mediante este fendmeno, denominado disociacion colision-
inducida (CID, en inglés) pueden ser usados como iones de con-
firmaciéon en métodos cuantitativos, o para la elucidacion
estructural de moléculas [41]. De hecho, la CID en la fuente de
ionizacién proporciona los mismos fragmentos que los produci-
dos por la CID convencional generada por la camara de colisién
de los instrumentos MS/MS [41, 6].

Una caracteristica que diferencia a la interfase ESI de otras uti-
lizadas en LC-MS, es que parece comportarse como un disposi-
tivo concentracion-dependiente, pues la respuesta es directa-
mente proporcional a la concentracién del analito que entra en
la fuente, sin importar el flujo de fase mévil que se esté sumi-
nistrando. Esta caracteristica permite miniaturizar la técnica sin
perder sensibilidad y asi incrementar sus aplicaciones, lo que
supone una importante ventaja. Buenos ejemplos de ello son la
combinacion de la espectrometria de masas a la (Figura 5) elec-
troforesis capilar [42]; el desarrollo de técnicas de andlisis de
péptidos y proteinas con nano-ES...[43].




Cono de Taylor

‘ Efuente

Alto
Voltsje

*Budding”

Q ; @;g@ e

Fig. 5. Mecanismo de produccion de iones en fase gaseosa cuando
trabajamos mediante una fuente de electrospray (modificado de
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Aplicaciones de la técnica de ES

El analisis por ESI puede ser utilizado para un amplio rango de
moléculas. Es posible el analisis de moléculas pequefias y com-
puestos de baja polaridad capaces de ser (de)protonados o que se
combinen con un ani6n o catién. Sin embargo, su aplicacién
mas interesante es el andlisis de moléculas de elevado peso
molecular, compuestos termolébiles y biomoléculas polares
como péptidos, proteinas, oligonucledtidos, etc. cuyos pesos
moleculares pueden llegar a cientos de miles de amu. A diferen-
cia de otras técnicas de ionizacidn, en las que sélo se consiguen
iones monocargados, mediante el empleo de ESI es posible
obtener especies i0nicas de biopolimeros multicargadas. Gracias
a que los MS evaluan la relacion entre la masa y la carga mole-
cular, es posible la deteccion de masas moleculares muy eleva-
das a pesar de contar con analizadores con un rango de masas
relativamente pequefio (Cuadrupolo 4000 amu; TOF 20 000
amu).

Figura 6

Otra de las caracteristicas poco comunes de la ESI es su ioniza-
cion “suave”, que hace posible el analisis por impacto electroni-
co de estructuras poco estables por el efecto de la temperatura.
La capacidad de mantener intacta la estructura molecular sin
fragmentaciones posee como contrapartida un escaso valor para
la elucidacion estructural. Como ya se comentd anteriormente,
en el caso de necesitar mas informacién que la molecular, se
deberfa emplear la técnica CID.

LC-MS en el laboratorio de toxicologia: aplicaciones

Una vez planteados los aspectos relacionados con la evolucion
de la tecnologia en LC-MS es el momento de concretar sus apli-
caciones y usos en un Laboratorio de Toxicologia dedicado a las
aplicaciones clinicas y forenses, haciendo especial énfasis en
aquellos aspectos que hacen de esta una técnica imprescindible
en nuestros dias. Aunque el término imprescindible pueda pare-
cer excesivo, es a todas luces, exacto, pues esta técnica propor-
ciona unos resultados con una gran sensibilidad, especificidad,
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Fig. 6. Diagrama que representa la idoneidad de diferentes técnicas
de andlisis en funcién de la polaridad y de la masa molecular de los
analitos. Destaca la gran versatilidad que porta la interfase de
electrospray.

precision y exactitud, dificiles de lograr con otras técnicas, cua-
lidades todas ellas que son las que habitualmente se exigen en
las distintas técnicas analiticas con aplicaciones clinicas y foren-
ses.

Hasta el momento existen publicadas diferentas revisiones en
donde se pone de manifiesto las capacidades de esta técnica en
los campos de la toxicologia analitica y forense [1, 44, 45, 46 y
[47, 6).

Si bien la LC-MS no se puede considerar una técnica impres-
cindible en la determinacion de los niveles de un farmaco o
droga ya identificado, si lo es cuando se requiere determinar
pequefias concentraciones de sustancias obviando los complica-
dos y laboriosos procesos de derivatizacion.

Como es bien sabido, en el momento actual la identificacion de
un agente exdgeno de naturaleza organica en un fluido biologi-
co se puede realizar mediante la aplicacién de un ensayo inmu-
noldgico multitest en una muestra de orina. No obstante la con-
firmacion de un resultado positivo, necesita de la aplicacion de
técnicas cromatograficas como son la CG-MS o la HPLC-DAD
[45]. La determinacion de los niveles en sangre, permitird en
altimo término, efectuar la interpretacion de los resultados e
informar de la situacion del agente en un caso concreto.

Sin embargo hay que tener en cuenta que este planteamiento tan
simple presenta ciertas limitaciones, y asi sdlo las sustancias tér-
micamente estables, apolares y de bajo peso molecular podran
ser identificadas por cromatografia gaseosa; aquellas que pre-
senten un buen coeficiente de absortividad molar podran ser
analizadas por espectrofotometria UV o por array de diodos; y
las que presenten fluorescencia natural con detectores de fluo-
rescencia, etc. Para aquellos compuestos que no presentan nin-
guna de estas propiedades, se hace necesario obtener agentes
derivados térmicamente estables o derivados fluorescentes que
faciliten su identificacién, lo que supone tediosas tareas que
aumentan el tiempo de preparacion de la muestra.

En la década de los 90 1a GC-MS ha sido la técnica por exce-
lencia usada en la confirmacién de numerosos agentes organi-
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cos, debido a la disponibilidad de una ingente cantidad de libre-
rias estandarizadas y especializadas en diferentes agentes toxi-
cos, drogas y metabolitos [48]. Se trata, ademas, de una técnica
reproducible en todos los laboratorios de manera que es posible
la obtencion de un espectro de masas reproducible en cualquier
equipo que aplique unas condiciones similares (normalmente
ionizacién mediante impacto electronico a 70 eV). Es por eso
que todavia se considera el “gold Standard” para la especifici-
dad de la deteccion por MS [47]. Sin embargo existen una serie
de factores limitantes en su aplicacién, a los que ya nos hemos
referido y que han permitido incrementar las posibles aplicacio-
nes de la LC-MS con fines confirmativos.

No obstante esta Oitima técnica presenta, a su vez, ciertos pro-
blemas en su aplicacion que es necesario analizar. Debido a que
la ionizacién mediante impacto electronico produce espectros de
masas reproducibles, este modo de ionizacion es considerado el
elemento clave de la especificidad en la identificacién de un
agente quimico. Siendo la fase mévil un liquido, el primer reto
para el acoplamiento LC-MS fue la transformacion de los iones
en fase liquida a la fase vapor, para su posterior analisis por
espectrometria de masas. De las primeras interfases desarrolla-
das, unicamente las de haz de particulas (PB) eran compatibles
con fuentes de ionizacién electrénica, pero presentaban el
mismo factor limitante para las moléculas termolébiles. Por
tanto no presentaban ninguna ventaja adicional frente a la GC.
Aln asi algunos grupos de investigacion elaboraron sus propias
librerias de masas para centenares de compuestos [49], e inclu-
so llegaron a comercializarlas.

En la actualidad casi ninguna empresa comercializa equipos con
PB y por tanto este procedimiento ha caido en franco desuso.
Los nuevos sistemas de ES y APCI han reemplazado al PB y se
han impuesto como sistemas de interfase en los equipos de
nuevo diseflo, aunque estos sistemas son incompatibles con la
ionizacion electrénica. Tanto ES como APCI provocan 1a ioni-
zacibn “suave” de los analitos, produciendo de forma mayorita-
ria los iones pseudomoleculares (M+1 0 M-1). Si bien esto pre-
senta una ventaja en cuanto a los niveles de deteccién alcanza-
dos con la técnica LC-MS, no lo es tanto si pretendemos tener
una selectividad importante que nos asegure que la molécula
detectada como un pico cromatografico es realmente la que sos-
pechamos. Tal y como propone Marquet [47] esta limitacion ha
sido resuelta mediante el empleo del proceso denominado
Collision Ionization Dissociation (CID). Los iones son acelera-
dos y se produce un alto namero de choques con las moléculas
de gas y del solvente, que provocara la ruptura de los analitos.
Los fragmentos producidos por CID nos permiten basicamente
confirmar la identidad del compuesto e incluso poder disefiar y
elaborar una libreria para cada equipo de MS, una vez conse-
guida una energia de fragmentaciébn homogénea. En efecto,
mediante este proceso se origina un ién M+ y otros iones (frag-
mentos) de confirmacidn, que sélo aparecerin cuando estd pre-
sente la molécula en cuestion.

Recientemente el grupo de Weinmann [50, 51, 52] y el grupo de
Marquet [53, 54] han usado este proceso para elaborar sus pro-
pias librerias e identificar asi tanto agentes terapéuticos como
drogas de abuso. Todo este proceso incrementa notablemente las
posibilidades de la LC-MS (y LC-MS/MS) y permite su aplica-
cién al screening general. Actualmente existen en el mercado
equipos con el disefio adecuado para obtener fragmentaciones
homogéneas y casi reproducibles de unos equipos a otros. Es
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aqui donde radican las mayores posibilidades de futuro desarro-
llo de esta técnica en sustitucion de la GC-MS. Aunque se trata
de un lento y laborioso proceso, las recientes y valiosas aporta-
ciones realizadas por el grupo de Marquet, en Limoges, incluyen
la elaboracidn de librerias para unos 1500 compuestos [53], con
buenas perspectivas de reproducibilidad entre laboratorios, aun-
que todavia se requiere un mayor grado de coordinacién entre
elios. Son varios los grupos que estin trabajando en este pro-
yecto y que a buen seguro contribuirdn con su esfuerzo, y el de
las propias empresas comerciales, a que las desventajas que en
este momento presenta la LC-MS sean minimizadas, y haran del
uso de esta técnica una necesidad en la resolucién de los pro-
blemas que se plantean en el ambito de la Toxicologia. En este
sentido, un reciente articulo publicado por Gergov y cols. en
2004 [55], nos muestra los satisfactorios resultados tras compa-
rar durante un periodo de tres afios los espectros producidos por
instrumentos LC-MS/MS de tres fabricantes diferentes en labo-
ratorios diferentes. El grado de concordancia en los resultados
(medido como porcentaje de pureza del espectro de masas) se
sittia entre un 79% y 85%. Si la comparacion se realiza sobre el
mismo instrumento medido durante un periodo de cuatro afios,
la reproducibilidad de los iones producidos sobre una molécula
aumenta hasta el 94%.

La deteccion de drogas y fArmacos es solo una de las maltiples
aplicaciones de esta técnica, pero las expectativas en el campo
de la toxicologia molecular para dilucidar la estructura de las
dianas moleculares y de su cambios ante la presencia de un
xenobiotico, son prometedoras para explicar parte d helos meca-
nismos de toxicidad y sus causas,.

Dentro de la técnica de LC-MS el empleo de la espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS) ofrece una sensibilidad y
especificidad superior en el analisis de las sustancias de interés,
si se compara con el empleo de un solo cuadrupolo. En este tipo
de aparatos, cuando se opera en modo Multiple Reaction
Monitoring (MRM) es posible detectar niveles de analitos muy
bajos en las matrices bioldgicas complejas, a menudo reducien-
do la preparacion de la muestra y el tiempo de analisis. Ademas,
en la actualidad existen disponibles en el mercado una gran
variedad de productos anélogos de drogas y medicamentos iso-
tépicamente marcados. Esto nos permite tener los mejores com-
puestos para llevar a cabo nuestros procesos de estandarizacion
y de cuantificacién. La similitud en las propiedades fisico-qui-
micas de estos compuestos deuterados con respecto a sus analo-
gos sin deuterar, parece aportar otra gran ventaja: compensa los
efectos que pueda causar una menor preparacion de la muestra
o el efecto de supresion iénica producido por la matriz, tipicas
desventajas cuando trabajamos con LC-MS(MS).

Hasta la fecha, se han descrito métodos de analisis por LC-MS
(y MS/MS) para la mayor parte de los grupos de drogas, inclu-
yendo a los opiaceos y opioides sintéticos, anfetaminas, cocaina
y metabolitos, cannabinoides, alucindgenos y derivados benzo-
diacepinicos [1, 6, 16, 56-58].

Bogusz [46] presenta una propuesta de aplicacién de LC-MS en
la rutina de su laboratorio de toxicologia forense en Aachen.
Hace una revisién de tres afios de trabajo con casos reales, sobre
un modo operatorio consistente en tres puntos principales: un
solo procedimiento de extraccién en fase sélida usado para
todos los compuestos bésicos; fase movil para los métodos de
LC consistente en dos Gnicos liquidos, para facilitar el andlisis




consecutivo de diferentes sustancias por diferentes métodos; y el
uso de un aparato dotado de un analizador de cuadrupolo al que
se acopla una interfase de tipo APCI, en modo de ionizacion
positivo trabajando ademas mediante CID en la fuente.

Teniendo en cuenta las limitaciones comentadas de la LC-MS, y
que no resulta todavia una técnica econdmica si la comparamos
con la CG-MS, hoy en dia un laboratorio de Toxicologia
Aplicada en el que se hace necesario “afinar” los resultados para
establecer con el minimo error la implicacion de un agente t0xi-
co en una muerte de significacién médico-legal, en la influencia
de drogas y/o farmacos en la conduccién, en el medio laboral,
debe de contar con un equipamiento de estas caracteristicas.
Esto no significa en ningin caso la sustitucién de esta técnica
por la de GC-MS, sino como un complemento de toda una serie
de técnicas instrumentales que hacen que el Laboratorio de
Toxicologia sea preciso, exacto y en definitiva riguroso con los
datos que proceso y con los informes que maneja, cuya repercu-
si6n es la mayoria de las veces de gran trascendencia social.
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Abstract

The aim of this study was to assess the effectiveness of two current onsite oral
fluid drug detection devices (OraLab and Drager), as part of the Spanish
participation in the Roadside Testing Assessment Project (ROSITA Project).
The study was done in collaboration with the Spanish Traffic Police, in Galicia
(NW Spain), during 2004 and 2005. A total of 468 drivers selected at the police
controls agreed to participate through informed consent. In addition, saliva
samples were collected and sent to the Laboratory to confirm the onsite results.
For this purpose, two different analytical LC-MS methods were used to detect
11 drugs or metabolites in a 300 pL sample. Simultaneous analysis of
morphine, 6-monoacetylmorphine, amphetamine, methamphetamine, MDA,
MDMA, MDEA, MBDB, cocaine and Benzoylecgonine was carried out using
100 uL of oral fluid, after an automated solid phase extraction. A different LC-
MS method was performed to detect A°-THC in 200 uL of oral fluid using liquid-
liquid extraction with hexane at pH = 6. Both methods were fully validated,
including linearity (1-250ng/mL, 2-250ng/mL) recovery (>55%), within-day and
between-day precision (CV<15%), accuracy (MRE<15%), limit of detection (0.5
and 1ng/mL), quantitation (1 and 2ng/mL) and matrix effect. All of the positive
cases and 30% of the negative were analyzed for confirmation analysis. Good
results (sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value and negative
predictive value > 90%) were obtained for cocaine and opiates by OralLab, and
for cocaine by Drager. However, the results for the other compounds could be
improved for both detection devices. Differences in the ease of use and in the
interpretation mode (visual or instrumental) were observed.

Keywords: LC-MS, oral fluid, drugs of abuse, roadside test.



1. Introduction

Recently, concern about driving under the influence of drugs (DUID) as a risk
factor and a cause of road accidents has risen. lllicit drugs can possibly
influence driving performance in different ways: opiates induce sedation,
indifference to external stimuli and increase reaction time; stimulants such as
cocaine, amphetamines and designer drugs (MDMA, MDEA), induce a loss of
concentration and attentiveness. Also, dilated pupils increase sensitivity to
brightness, and euphoria may lead to increased risk-taking in traffic; cannabis
can influence perception, psychomotor performance, cognitive and affective
functions [1].

Oral fluid (OF), which contains saliva and other fluids and substances present
in the oral cavity, is considered as the main alternative matrix to blood for
detecting recent use of medicines or drugs of abuse [2]. Substances tend to be
detectable in OF for short periods, typically for 12-24 h after consumption [3].
The main advantages of OF are non invasive sample collection and staff can
directly observe patients when they produce the samples, usually by placing a
collection tube or device in their mouth; this assures staff that the sample
comes from the patient and the procedure respects the patients’ dignity. The
disadvantage of OF is that people are sometimes unable to produce sufficient
amounts of fluid for analysis.

The ROSITA (Roadside Testing Assessment) project was an initiative of the
European Commission to evaluate the value of roadside tests of oral fluid. The
first part of the ROSITA (ROSITA 1) took place in 1999 and 2000 [4], and the
second part (ROSITA 2) from 2003 to 2005. Different devices were assigned to

each of the participating countries for testing purposes. In this study for the



ROSITA 2 project, the effectiveness of two on-site drug detection devices
(OraLab and Drager) were assessed, and liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS) methods for the confirmation analysis were developed
using only 300uL of OF. In the literature, methods for the determination of
amphetamines, cocaine and opiates [5, 6], and for the determination of THC [7,

8, 9, 10] in oral fluid by LC-MS were found.

2. Materials and methods

2.1. Roadside controls

The study was conducted in Galicia (NW Spain), in places near discotheques or
raves, by teams composed of forensic toxicologists working in collaboration with
traffic police. The controls were carried out at weekends (Friday and Saturday
night, between 2 to 8 a.m.) from November 2004 until July 2005. The selection
of drivers was random and always carried out by the traffic police. The control
was voluntary, and drivers could refuse to participate. The test was performed
by the officers only on those who had agreed by giving their oral and written
consent. Additionally, an extra OF sample for confirmation analysis was
collected by the research personnel.

2.2. Oral fluid samples

The oral fluid samples for confirmation analysis were collected by spitting into
10mL polypropylene tubes. The samples were centrifuged for 10 min at 12100 x
g and stored frozen at -20°C prior to analysis. All the positives cases and 30%
of the negative ones were analyzed.

2.3. The on-site devices

All the traffic police officers had received prior instruction on the characteristics

and deployment of the devices from the scientific staff of the manufacturers.



2.3.1. The on-site Varian Oralab test

The on-site Varian OralLab test (Lake Forest, CA, USA) is a simple, qualitative
assay that detects recent drug use in oral fluid. It consists of two components:
the collection device and the test cassette. Its container automatically splits the
specimen, using half for immediate drug-of-abuse testing and storing the
remaining sample for confirmation testing, if required. In order to collect oral
fluid, the collector foam is placed inside the mouth for three minutes, until it is
completely saturated with saliva. The OraLab cassette has to be placed on a
flat surface. The collector foam is placed vertically into the sample well on top of
the device, and the collector is pushed slowly and firmly downward until it
comes to a stop. Saliva flows directly into the test cassette. The right band of
the cassette allows the detection of methamphetamine and THC, and the left
band detects cocaine, morphine and amphetamine. Test validity and results
must be interpreted between 10 and 15 minutes after initiating the test, when a
rose line appears in the valid test window. If the test is positive a rose line
appears next to the drug name, and if it is negative no line is shown. The drugs
detected and the cut-offs according to manufacture are: morphine (40ng/mL),
cocaine (20ng/mL), d-amphetamine (50ng/mL), d-methamphetamine (50ng/mL)
and THC (100ng/mL).

2.3.2. The on-site Dréager Drug test

The on-site Drager Drug test (Lubeck, Germany) is also an immunoassay for
the detection of drugs in oral fluid. The device consists of three pieces (the
collection device, the buffer cartridge and the cassette), and the analyzer. The
collection device is inserted between the cheek and the gum and swabbed side

to side in the mouth until the collector is saturated. After that, it is necessary to



strictly follow the instructions for use of the device: the buffer cartridge is
inserted into the lower groove of the test cassette by aligning the lower tabs on
the cartridge with notches on the cassette. The buffer cartridge cap is rocked
and removed. The sample collection device is inserted into the buffer cartridge
and pressed down on the sample collection device. The handle of the sample
collection device is removed by means of an anticlockwise quarter turn. The
buffer cartridge is closed and it incubates for 4 min. Then, the buffer cartridge is
turned clockwise until the upper groove is positioned above the groove of the
test cassette. The buffer cartridge is pushed down firmly until the cartridge
wings touch the edge of the cassette. The fluid is allowed to develop for 8 min.
After that time, the cassette is inserted into the analyzer, which finally reports
the results (as positive or negative) on the screen in 4 min. The drugs detected
and the cut-offs according to manufacture are: opiates (40ng/mL), cocaine
(5ng/mL), amphetamine (50ng/mL), methamphetamine (10ng/mL) and THC
(20ng/mL).

2.4. Analysis of oral fluid

All analytical procedures regarding confirmation process of drugs involved in
the project were done by liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (LC-MS). Two methods were developed, one for the simultaneous
determination of morphine, 6-monoacetylmorphine (6-MAM), amphetamine,
methamphetamine, MDA, MDMA, MDEA, MBDB, cocaine and
benzoylecgonine, and another one for the detection of A’-THC, using a total of
300uL of oral fluid.

For both methods, liquid chromatography was performed using a Waters

Alliance 2795 separation module with a Waters Alliance series column



heater/cooler (Waters, Milford, MA, USA), and the detection was performed
using a Micromass ZMD 2000 mass spectrometer (Waters, Manchester, UK)
fitted with a Z-spray ion interface. lonisation was achieved using electrospray in
the positive ionisation mode (ESI+). Nitrogen was used as nebulisation and
desolvatation gas. The optimal MS parameters chosen were: drying gas
temperature 300°C, source heater temperature 120°C, nebulisation gas flow
500 L/h, cone gas flow 50 L/h, and capillary voltage 3500 V for THC and 3000 V
for the other compounds. Data acquisition peak integration and calculation were
interfaced to a computer workstation running MassLynx NT 3.5 and QuanLynx
3.5 software.

The detection of A’-THC in oral fluid samples was performed according to a
published validated procedure [7]. The chromatographic separation was carried
out using an XTerra MS Cyg column (2.1x100mm, 3.5um) at 26°C, eluted in
isocratic mode using 0.1% formic acid in acetonitrile (15:85), and delivered at a
flow rate of 0.25mL/min. A liquid-liquid extraction in the presence of its
deuterated analogue A’-THC-d3 (25uL at 1 pg/mL) was employed. 200uL of oral
fluid were mixed with 1mL of pH 6 phosphate buffer, and with 5mL of hexane in
a 10mL borosilicate glass tube.

A published validated procedure for the detection of morphine, 6-MAM,
amphetamine, methamphetamine, MDA, MDMA, MDEA, MBDB, cocaine and
benzoylecgonine in plasma [11] was used for the detection of these compounds
in oral fluid. The chromatographic separation was achieved with an Atlantis dC1g
column (2.1x100mm, 3um) at 26°C. The mobile phase, delivered at a flow rate
of 0.2mL/min, was a gradient of acetonitrile and pH 3 ammonium formate buffer,

programmed as follows: 5% acetonitrile during 1 min, linearly increased to 50%



in 10min, kept that percentage for 1 min, decreased to 5% in 1 min (original
conditions), and equilibrated for 4 min, which resulted in a total run time of 17
min.

The extraction procedure was an automated solid phase extraction, using
OASIS ® HLB cartridges (3cc, 60 mg) Waters (Milford, MA, USA) and Gilson
AspecXL solid phase extraction (Villiers Le Bel, France). To 100uL of oral fluid,
50uL of a mixed working solution of internal standards, IS (d,l-
Methamphetamine-ds, d,-MDMA-ds, d,I-MBDB-ds, benzoylecgonine-d; and
cocaine-ds at 0.1mg/L) were added, and 1mL of pH 9.0 borate buffer in a 3mL
borosilicate tube. After conditioning with 2mL methanol and 2mL water, the
samples were loaded onto the SPE cartridges. Clean-up was accomplished with
successive 2mL washes of water-5% methanol (95:5, v/v) and a mixture of
water-2%NH4OH in methanol (80:20, v/v). The cartridges were dried for 5 min
before elution with 2mL of 2% acetic acid in methanol. The elution solution was
evaporated to dryness at 35°C under a stream of nitrogen. The dry extract was
re-dissolved in 100uL of a mixture of a pH 3.0 ammonium formate buffer and
acetonitrile (95:5, v/v), and 20uL were injected into the LC-MS.

2.5. Validation of the analytical method

The analytical method validation was performed according the
recommendations of Shah [12] and Peters [13]. The specificity of the method
was evaluated by analysing oral fluid from 10 healthy non-drug-consuming
subjects. Linearity was obtained with an average coefficient of determination (r?)
> 0.99 over a range from the lower limit of quantitation (LLOQ) up to the upper
limit of quantitation (ULOQ). A weighting factor 1/x was used. Within-day and

between-day precision and accuracy were determined at four concentration



levels (the LLOQ, the ULOQ and two intermediate levels) by preparing and
analysing for each level six replicates on the same day and on six different
days. Precision, expressed as the coefficient of variation (CV) of the measured
values, was expected to be less than 15% for all concentration levels, except for
the LLOQ, for which 20% was acceptable. Similarly, accuracy was evaluated by
using mean relative error (MRE), measured as a percentage deviation from the
accepted reference value, which should be less than 15% for all concentration
levels, except for the LLOQ, in which case 20% was acceptable.

The limit of detection (LOD) was defined as the lowest concentration of the drug
resulting in a signal-to-noise ratio of 3:1. LLOQ was defined as the lowest
concentration yielding within-day and between-day CV and MRE less than 20%.
Recoveries were determined in quintuplicate at two concentration levels (low
and high) for each compound in oral fluid. For each concentration, five blank
samples were fortified with the appropriate amount of each compound. These
fortified samples and five blank samples were extracted as previously
described. The dry extracts of the fortified samples were re-dissolved in 100uL
of the reconstitution solvent containing the IS, while the extracts of the blank
samples were re-dissolved with 100uL of the reconstitution solvent containing
the respective nominal amounts of the compounds and the IS. The latter were
used as neat standards.

The ion suppression effect on the ESI response was evaluated according to the
next procedure [14]: nine drug-free oral fluid samples from different sources
were extracted as described previously. The extracts were then fortified with all
drugs at a concentration of 50ng/mL. Three reference solutions in mobile phase

were also fortified with all drugs to the same nominal concentration. The



reconstituted extracts and the reference solutions were injected into the LC-MS.
Peak areas obtained from the extracts were compared with the corresponding
peak areas produced by the reference solutions. The ion suppression
percentage was calculated as follows: (mean peak area “reconstituted extract in
oral fluid” — mean peak area “reference solution”) x 100 / mean peak area
“reference solution”. The oral fluid samples above the ULOQ (Upper Limit of
Quantitation) were diluted with drug-free oral fluid.

2.6. Device results analysis

Comparing the device results and the laboratory results, and bearing in mind
the cut-offs given by manufactures, the following parameters were calculated:
true negatives (TN; number of confirmed device negative cases/total number of
negative cases); true positives (TP; number of confirmed device positive
cases/total number of positive cases); false negatives (FN; number of device
negative cases confirmed as positives/total number of negative cases) and false
positives (FP; number of device positive cases confirmed as negative/total
number of positive cases).

From these 4 categories, the following characteristics were calculated:
sensitivity, true positives expressed as percent of all positives, TP/(TP+FN);
specificity, true negatives expressed as percent of all negatives, TN/(TN+FP);
positive predicted value, percent of samples with positive results who are true
positives, TP/(TP+FP); negative predicted value, percent of samples with
negative results who are true negatives, TN/(TN+FN); and accuracy, percent of
all samples correctly classified by the tests, (TP+TN)/(TP+TN+FP+FN). The
ROSITA criteria for a good screening test were: sensitivity, specificity, positive

predictive value and negative predictive value = 90%, and accuracy = 95% [15].
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3. Results and discussion

3.1. Validation of the method for the determination of amphetamines, cocaine
and opiates in oral fluid

The application of the plasma method [11] to oral fluid samples required a new
validation. The ion chromatograms of the ten compounds are shown in Fig. 1,
and the retention times and the selected ions are reported in Table 1. Likewise,
their respective optimised fragmentation voltages are shown in the same table.
Under the used chromatographic conditions, there were no interferences with
the analytes by any extractable endogenous components of the oral fluid.

The linearity of the compound-to-IS peak area ratio versus the theoretical
concentration was verified in oral fluid by using a 1/x weighted linear regression.
Linearity was from 1 to 250ng/mL for amphetamine, methamphetamine, MDEA,
MBDB, cocaine and benzoylecgonine, and from 2 to 250ng/mL for morphine, 6-
MAM, MDA and MDMA. The coefficients of determination were above 0.99 and
the curvature was tested on a set of six calibration curves. The within-day
precision and accuracy, as well as the between-day precision and accuracy
were satisfactory for all the tested concentrations (LLOQ, ULOQ, 10 and
50ng/mL). The CV for the within and between-day precision were between 0.7-
14% and 2.1-14.4%, respectively. The MRE for the within and between day
accuracy were between 0.2-16.6% and 0-14.1%, respectively. The LOD
obtained was 0.5ng/mL for amphetamine, methamphetamine, MDEA, MBDB,
cocaine and benzoylecgonine, and 1ng/mL for morphine, 6-MAM, MDA and
MDMA. The LLOQ was 1ng/mL for amphetamine, methamphetamine, MDEA,
MBDB, cocaine and benzoylecgonine, and 2ng/mL for morphine, 6-MAM, MDA

and MDMA. The ULOQ was 250ng/mL for all compounds. The recoveries
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obtained at 5ng/mL and 125ng/mL for all compounds ranged from 55.6 to
87.3%.

No matrix effect was detected for morphine, 6-MAM, cocaine and
benzoylecgonine, but surprisingly there was ion suppression in the case of all
amphetamines, which was -70% for amphetamine and methamphetamine, and
-60% for MDA, MDMA, MDEA and MBDB. The same method applied to plasma
samples [11] did not show matrix effect. For this reason, it is important to select
the appropriate IS with the same matrix effect (Table 1). In any case, despite
the matrix effect, the other validation parameters were satisfactory, and good
LOD and LLOQ were achieved.

The amount of sample spent in this method is lower than the amount used in
the previous published methods: Mortier et al. [5] needed 200uL of oral fluid and
Wood et al. [6] 250uL of preserved oral fluid. The present method was
developed using LC-MS, and the other two using LC-MS/MS.

The two confirmatory analytical methods developed in this study, for the
determination of opiates, cocaine and amphetamines and for the determination
of THC, were successfully applied to the roadside collected OF samples (Fig.
2).

3.2. Evaluation of the on-site Varian OralLab test

A total of 212 OralLab devices were tested of which 25% did not complete the
test satisfactorily, and only 160 were valid. The absence of the right or both
bands in the test validity window was possibly caused by insufficient oral fluid

collected in the collection foam.
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Of the 160 valid devices, 39 tested positive, mainly for cocaine (21). Other
positive cases were for THC (5), opiates (2), amphetamine (1), a combination of
cocaine and THC (7), and a combination of cocaine and opiates (3).

The OralLab results were compared with the lab results for sensitivity, specificity
and accuracy. Also, the positive predictive value and negative predictive value
were calculated (Table 2). The results obtained were good for cocaine, opiates
and THC in terms of sensitivity and specificity (>90%), and accuracy (>95%),
but in the case of THC positive predictive value was < 90%. For amphetamine
and for methamphetamine, specificity was >90% and accuracy was > 95%, but
sensibility did not satisfy the criteria.

3.3. Evaluation of the on-site Drager Drug test

The total number of Drager devices tested was 256, of which 26 were invalid
and 230 valid, thus approximately 10% of devices did not complete the test
properly. The failure detected was that the analyzer did not read the cassette.
The possible causes of this failure were that not enough oral fluid was collected
or the cassette had been unduly moved.

Of the 230 valid devices, 104 tested positive, principally for cocaine and THC
(30 each) or a combination of both (20). The others were positive for
amphetamine (6), amphetamine + methamphetamine (8), cocaine +
amphetamine (7), THC + amphetamine (4), cocaine + THC + amphetamine (9)
and cocaine + THC + opiates (2).

Comparing the Drager results with the lab results, sensitivity, specificity,
accuracy, positive predictive value and negative predictive value were
calculated (Table 3). The results obtained were good only for cocaine

(sensitivity and specificity > 90%, and accuracy > 95%). For opiates, specificity
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and accuracy were good enough, but sensibility was 22.2% For THC,
amphetamine and methamphetamine the test should be improved. Also, special
emphasis should be given to the excessive number of amphetamine false
positives found (86%).

3.4. Comparison OralLab vs. Drager

The traffic police officers found the OralLab device much simpler to handle,
whereas the Drager device demanded a more exhaustive control to follow the
different steps required to carry out the test. Nevertheless, the subjective
interpretation of the OralLab (rose line present or not) was completely rejected in
favour of the printed result that appeared in the screen of the Drager, because
sometimes these lines are rather dim and difficult to discern in the conditions of
the roadside night controls. Another negative issue to consider is the test failure
in its final stage, which caused the police officers certain frustration. With regard
to the rapidity of the test, the officers would prefer it to be a little faster.

The OraLab and the Drager devices performed well in the detection of cocaine
and opiates, but encountered some pitfalls in the detection of the other
compounds such as THC, which have been reported in the bibliography [16,
17]. Also, OralLab requires more positive cases of amphetamine and
methamphetamine in order to evaluate the test correctly.

Another important issue to consider was the cut-off points. The OralLab cut-offs
for all compounds were much higher than those proposed by the SAMHSA [18].
Also, in the case of Drager, the cut-offs for opiates, amphetamine and THC
were higher than those proposed. This remains a key concern for this kind of

test.

14



4. Conclusion

The aim of this study was to asses the effectiveness of two current onsite oral
fluid drug detection devices (OraLab and Drager), as part of the Spanish
participation in the Roadside Testing Assessment Project (ROSITA). OralLab
devices showed a good sensitivity, specificity and accuracy for cocaine and
opiates, and Dragér devices for cocaine, but both of them were insufficient for
THC, amphetamine and methamphetamine detection. However, the police
officers complained of occasional doubt in discerning the presence or not of the
rose line in the OralLab device, and found the Drager to be rather complicated to
use. Support from the Drager team for any problems encountered during the
test was excellent, and members of the staff participated directly in the controls.
The two confirmation methods in oral fluid by LC-MS were fully validated and
successfully applied to the roadside collected samples. A total of 300uL of oral
fluid was used in the confirmation analysis.
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Table 1. SIR functions, time windows of SIR functions, selected ions, cone
voltages, retention times and corresponding IS, for morphine, amphetamine (A),
MDA, methamphetamine (MA), 6-MAM, MDMA, MDEA, benzoylecgonie (BZG),

MBDB, cocaine and their deuterated analogues.

Compound SIR Funtion Time window Selected Cone Retention I.S.
SIR Function m/z ratios”  voltage (V) time (min)
(min)
Morphine Function1: 2.0-5.0 286 40 4.3 Cocaine-d;
SIR of 2 m/z 201 55
A Function 2: 5.0-7.5 136 15 7.4 MA-ds
SIR of 2 m/z 119 15
MDA Function 3: 7.4-8.3 180.2 15 7.6 MDMA-ds
SIR of 9 m/z 163.2 15
MA 150.1 15 7.7 MA-ds
119 20
6-MAM 328.1 30 7.7 Cocaine-ds
211 60
MDMA 194.2 15 7.9 MDMA-ds
163.2 15
MA-ds 155.3 15 7.7
MDMA-ds 199.3 15 7.9
MDEA Function4: 8.2-95 208.3 20 8.4 MBDB-ds
SIR of 7 m/z 163.2 20
BZG 290 20 8.6 BZG-d,
168.2 25
MBDB 208.3 20 8.8 MBDB-ds
1771 25
BZG-d; 293.2 25 8.6
MBDB-ds 213.3 15 8.8
Cocaine Function 5: 9.3-17.0 304.2 20 9.7 Cocaine-ds
SIR of 3 m/z 182.1 30
Cocaine-ds; 3071 25 9.7

@ Quantifier ions are in bold characters

19




Table 2. Sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value (PPV) and

negative predictive value (NPV) of OralLab devices.

Compound Sensitivity Specificity Accuracy PPV NPV
(%) (%) (%) (%) (%)

THC 93.3 98.6 98.1 87.5 99.3
Cocaine 100 97.9 98.3 914 100
MA - 99.4 99.4 - 100

A 50 99.4 98.8 50 99.4
Opiates 100 100 100 100 100
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Table 3. Sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value (PPV) and

negative predictive value (NPV) of Drager devices.

Compound Sensitivity Specificity Accuracy PPV NPV
(%) (%) (%) (%) (%)

THC 58.6 89.8 77.7 78.4 77.4
Cocaine 90.1 98.8 95.7 97.6 94.8
MA 30 99.2 96.5 60 97.2

A 62.5 91.2 86.7 13.9 98.6
Opiates 22.2 100 97.3 100 97.2
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Figure legends

Fig. 1. LC-MS quantifier ion chromatograms of an oral fluid sample spiked at
5ng/mL of morphine, amphetamine, methamphetamine, MDA, MDMA, 6-MAM,
MDEA, MBDB, benzoylecgonine and cocaine.

Fig. 2. Chromatograms corresponding to two real cases, (a) and (b). Figure (a)
shows the quantifier and confirmation ion for morphine (446.2ng/mL) and (b) for

THC (240.6ng/mL).
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Figure 1
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Figure 2

MORPHINE

(a)

m/z 286

m/z 201

(b)

THC

m/z 315.4

m/z 193.1

24



Publicacion enviada a la revista Journal of Chromatography A

HIGH-THROUGHPUT ON-LINE SPE-LC-MS/MS METHOD FOR THE SIMULTANEOUS
ANALYSIS OF 14 ANTIDEPRESSANTS OF AND THEIR METABOLITES

Ana de Castro™*, Maria del Mar Ramirez Fernandez?, Marleen Laloup?, Nele Samyn?, Gert De
Boeck?, Michelle Wood?, Viviane Maes®, Manuel Lépez-Rivadulla®.

'Forensic Toxicology Service. Institute of Legal Medicine. University of Santiago de
Compostela, Santiago de Compostela, Spain; *Federal Public Service Justice, National
Institute of Criminalistics and Criminology, Brussels, Belgium; *Waters Corporation, MS
Technologies Centre, Manchester, UK; “Department of Clinical Chemistry-Toxicology,

Academic Hospital, Free University of Brussels, Brussels, Belgium.

*CORRESPONDING AUTOR:

Forensic Toxicology Service. Institute of Legal Medicine. University of Santiago de
Compostela. San Francisco s/n. 15782 Santiago de Compostela, Spain.

Tel.: +34 981582327

Fax: +34 981580336

E-mail address: anadeca@usc.es


mailto:anadeca@usc.es

Abstract

A rapid, sensitive and fully automated on-line solid-phase extraction liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (SPE-LC-MS/MS) method was developed and validated for the
direct analysis of 14 antidepressants and their metabolites in plasma. Integration of the
sample extraction and LC separation into a single system permitted direct injection of the
plasma without prior sample pre-treatment. The applied gradient ensured the elution of all the
examined drugs within 14 min and produced chromatographic peaks of acceptable symmetry.
The total process time was 20 minutes and only 50 pL of sample was required. Selectivity of
the method was achieved by a combination of retention time and two precursor-product ion
transitions for the non-deuterated compounds. The use of SPE was demonstrated to be
highly effective and led to significant decreases in the interferences present in the matrix.
Extraction was found to be both reproducible and efficient with recoveries >99% for all the
analytes. The method showed an excellent intra-assay and inter-assay precision (coefficients
of variation (CV) and bias <20%) for quality control samples (QC) spiked at a concentration of
40, 200 and 800 pg/L and the r>>0.99 over the range investigated (10-1000 upg/L). Limits of
guantification (LOQ) were estimated to be 10 pg/L. Furthermore, the processed samples were
demonstrated to be stable for at least 48 hours, except for clomipramine and
norclomipramine, where a slight negative trend was observed, but did not compromise the
guantification. The method was subsequently applied to authentic samples previously

screened by a routine HPLC method with diode array detection (DAD).

Key words: antidepressant, plasma, on-line SPE, LC-MS/MS.



1. Introduction

Major depressive disorder (MDD) is a condition characterized by a prolonged depression of
mood or by a marked loss of interest or pleasure. Depression has received increased
attention owing to the growing recognition of its prevalence. For many years, the prevailing
hypothesis has been that the condition is caused by (or associated with) a deficiency of the
monoamines, notably noradrenalin and serotonin; current theories also acknowledge that
other factors may be involved in the pathogenesis of depression.

Pharmacological treatment for depression has advanced greatly since the development of the
first therapies in the 1950s, with the introduction of monoamine oxidase inhibitors (MAOQISs)
and tricyclic antidepressants (TCAs) [1]. Since the late 1980s, a whole new generation of
chemically and neuropharmacologically unrelated agents have been introduced which appear
to be safer and better tolerated [2]. These include: selective serotonin reuptake inhibitors
(SSRIs), serotonin and noradrenalin reuptake inhibitors (SNaRlIs), noradrenergic and specific
serotonergic antidepressants (NaSSAs) and noradrenalin reuptake inhibitors (NaRIs) [3].
TCAs are characterized by having a narrow therapeutic window with risk of cardiac and CNS
toxicity. In addition, a high variability in interindividual pharmacokinetics has been observed
[4, 5]. Thus, therapeutic drug monitoring (TDM) for this class of antidepressant agents has
become widely used because of its efficacy, safety and cost-effectiveness, the novel
antidepressants show a less predictable concentration-efficacy relationship [6, 7, 8, 9], in
combination with a relatively low toxicity. Therefore, several authors also support the benefit
of TDM for these drugs in special situations, such as to monitor compliance in the case of
those patients who do not respond to an apparently adequate dose to identify those
individuals who have patrticularly slow or rapid drug clearance, during pharmacokinetic studies
and when administered to special populations (i.e., elderly or people with organic diseases)

[7, 10, 11, 12].



Several methods have been published for the determination of one or more antidepressants
in different biological matrices such as plasma or urine for monitoring or toxicological
purposes [13-27]. In these reports, the use of gas chromatography (GC) coupled nitrogen
phosphorus (NPD) [13,14], flame ionization (FID) [15], electron capture (ECD) [16] and mass
spectrometry (MS) detectors [17-19] have been described. Liquid-liquid or solid-phase
extraction (SPE) have been used for sample clean-up followed, in some cases, by a
derivatization step [16-19]. However, in most of these reports, HPLC has been used in
conjunction with UV [20, 21, 22] or fluorescence (FL) detectors [22, 23], thus necessitating an
appropriate derivatization step to increase the fluorescence capacities of the compounds of
interest. More recently, LC-MS or LC-MS/MS have been applied [24, 25, 26, 27]. These
techniques provide a high selectivity and sensitivity in combination with a good precision and
accuracy over a wide dynamic range, allowing the development of very rapid and efficient
analytical methods. Therefore, in many cases it is now the sample pre-treatment process that
has become the bottleneck in method development and sample analysis [28, 29].
High-throughput analysis is becoming increasingly important in all areas of science, the
forensic sciences being no exception. Many efforts have been made to develop on-line
extraction techniques, allowing automation and a high throughput of samples [30-32]. These
procedures have been applied for the detection of only a few antidepressants. Recently,
Sauvage et al. [33] have developed an innovative method for the determination of 13
antidepressants and some metabolites using turbulent-flow liquid chromatography (TFC). The
antidepressants were divided into two groups depending on their chromatographic properties,
thus two injections were necessary to screen all the compounds.

The aim of this study was to develop a simple, rugged and high-throughput on-line SPE-LC-
MS/MS method for rapid and simultaneous bio-analysis of the main antidepressants

prescribed in Belgium and their metabolites in plasma. The method involves a fully automated
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SPE system (Spark Symbiosis™ Pharma), which allows the simultaneous extraction of the
second sample in one clamp and the elution of the first sample in a second clamp, as such,
achieving an optimal use of the extraction time. This system offers the entire process of
conditioning, sample application, washing and elution taking place at constant flow rates,
yielding better precision in comparison with off-line driven extraction procedures. Another
important advantage is that no manual transfers are made and that the whole of the eluate is

loaded onto the LC column without the need for a pre-concentration step.



2. Materials and methods

2.1. Reagents
Individual stock solutions of amitriptyline, nortriptyline, imipramine, desipramine, trazodone,
fluoxetine, norfluoxetine, paroxetine, fluvoxamine, sertraline (all certified at a concentration of
1 mg/mL in methanol), and the internal standards (IS) imipramine-ds, desipramine-ds,
clomipramine-ds, fluoxetine-ds and paroxetine-ds (certified concentration of 0.1 mg/mL in
methanol) were obtained from Cerilliant (Round Rock, TX, USA). Venlafaxine as a solid was
obtained from Lederle Laboratories (New York, USA). Norclomipramine and citalopram in
solid form were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and clomipramine as a solid
was a gift from Novartis Farmacéutica, S.A. (Barcelona, Spain).
Ammonium hydrogen carbonate (99% purity) and formic acid (mass spectroscopy grade) was
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Acetonitrile and methanol (both LC-MS
grade) and water were purchased from Biosolve (Valkenswaard, The Nederlands). Isopropyl
alcohol and ammonia solution (32%, extra pure) were from Merck (Darmstadt, Germany).
Oasis® MCX (Mixed Mode Cation Exchange) Prospekt™ cartridges (30mg, 1cc) were from

Waters (Milford, MA, USA).

2.2. Specimens
Pooled blank plasma samples were used for development and validation of the procedure
and were obtained from a local blood bank. Authentic plasma samples were obtained from

hospital cases.

2.3. Preparation of standard solutions
Separate working solutions of the drugs, for tuning and selectivity experiments, were

prepared in the laboratory at a concentration of 1 mg/L in methanol. A mixed working solution
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of non-deuterated compounds at 10 mg/L in methanol was used for the preparation of
calibrators and QC samples. A mixed internal standard (IS) working solution of 1 mg/L was
prepared in methanol. Working solutions were stored at —20°C, and were prepared monthly.

To obtain the lower concentrations needed for internal standardization and validation of each

experiment, further dilutions in water were prepared the same day.

2.4, SPE-LC-MS/MS

2.4.1. Sample preparation: XLC (On-line SPE)
Sample extraction was performed using the on-line SPE Symbiosis™ Pharma System (Spark
Holland™, Emmen, The Netherlands). It comprises two integrated units: the Reliance™
autosampler with two binary LC pumps integrated and the on-line SPE unit Prospekt-2
system (consisting of the automated cartridge exchange (ACE) unit and two high-pressure
dispensers (HPD)). The entire system was operated by SparkLink™ software (version 3.10,

Spark Holland™

). The extraction procedure was carried out in total recovery screw top vials
of high quality glassware (Waters). Nine hundred and fifty microlitres of 0.1% formic acid and
50 pL of the IS working solution (0.1 mg/L) were added to 50 pL of plasma. The following XLC
program was subsequently used (Figure 1): After conditioning with 1 mL of methanol, 1mL of
water and 1 mL of 0.1% formic acid (Figure 1.A), 100 uL of the diluted plasma sample was
applied onto the SPE MCX cartridge (cation exchange mode) using 1 mL of 0.1% of formic
acid as transport solvent. Clean-up was accomplished with successive 1 mL washes of 0.1%
of formic acid and methanol in order to wash out salts and endogenous interferences present
in the biological sample (Figure 1.B). The cartridge was then physically moved with a robotic
arm to the elution (right) clamp in line with the LC pumps, leaving the extraction (left) clamp

ready to start with a new sample. Whilst the elution step was being performed, a new

cartridge was conditioned, loaded and washed in the left clamp. The elution was performed
;



with 300 pL of 5% ammonia in methanol (at 100 uL/min). Following the elution step, several
automated clamp and valve washes were carried out to avoid contamination between

samples.

2.4.2. Chromatographic conditions
Focusing of the eluate was simultaneously performed as the compounds were eluted from the
SPE cartridge by the use of a focusing column, Gemini C;5 guard column (4 x 2.0 mm, 5um)
(Phenomenex, Torrance, CA, USA), and a gradient elution with 10 mM ammonium
bicarbonate (pH 10) (A) and acetonitrile (B) (Figure 1.C). A gradient was carried out starting
from 0% B and a flow rate of 1 mL/min for 3 min, as the eluate was diverted to the waste
using the MS/MS Rheodyne® switching valve. At 3.01 min, a switch of the valve delivered the
eluent to the analytical Gemini C1g column (150 x 2 mm, 5 um) (Phenomenex) (Figure 1.D) to
start with the separation of the compounds at a flow rate of 0.3 mL/min and 50% B over the
next minute. From 4 min to 5 min, B was subsequently increased to 70%, and then kept for
6.5 min. At 11.5 min, B was increased to 95% in 1.5 min before returning to 50% within 0.5
min and equilibrating for 4.5 min. At 18 min a switch of the MS/MS valve diverted the eluent
again to the waste, returning to the initial conditions to be ready for the analysis of the

following sample.

2.4.3. Tandem mass spectrometry
A Quattro Premier tandem mass spectrometer (Waters) was used for all analyses. lonization
was achieved using electrospray in positive ionization mode (ESI+). Nitrogen was used as

nebulisation and desolvation gas at a flow rate of 800L/h and heated to 350°C. Capillary

voltage and source block temperature were 1 kV and 120°C, respectively.



In order to establish the appropriate multiple reaction monitoring (MRM) conditions for the
individual compounds, solutions of standards (200 pg/L, in 10 mM ammonium bicarbonate
(pH 10) - acetonitrile (50:50, v/v)) were infused into the mass spectrometer and the cone
voltage (CV) optimised to maximise the intensity of the protonated molecular species [M +
H]". Collision-induced dissociation (CID) of each protonated molecule was performed. The
collision gas (argon) pressure was maintained at 0.35 Pa (3.5 x 10 mBar) and the collision
energy (eV) adjusted to optimise the signal for the most abundant product ions, which were
subsequently used for MRM analysis.

All aspects of data acquisition were controlled using MassLynx NT 4.0 software with

automated data processing using the TargetLynx™ software (Waters).

2.5. On-line SPE-LC-MS/MS assay validation
The analytical validation was performed according to the recommendations of Peters and

Maurer [34] and Shah et al. [35].

2.5.1. Linearity, limit of quantification (LOQ), precision and accuracy.
Quantification was performed by integration of the area under the specific MRM
chromatograms in reference to the integrated area of the deuterated analogues. Freshly
prepared working solutions of 0.02, 0.1, 0.5, and 2 mg/L in water were used to prepare
plasma calibrators at a concentration of 10, 25, 50, 125, 250, 500 and 1000 ug/L. Standard
curves, freshly prepared with each batch of QC and authentic samples, were generated using
a least-squares linear regression, with a 1/x-weighting factor for most of the compounds,
except for trazodone, nortrityline and norclomipramine, for which a quadratic response was

found to be more suitable.



The limit of quantification (LOQ) was defined as the concentration of the lowest calibrator that
was calculated within £20% of the nominal value and with a % relative standard deviation
(RSD) less than 20%.

QCs were prepared for every run in blank plasma at a concentration of 200, 400 and 800
Mg/L. Intra-assay precision was evaluated by replicate (n=5) analysis of the three QC samples
in one run. Inter-assay precision was evaluated by replicate analysis of the QC samples in
several experiments performed on six different days. Comparing the calculated
concentrations of all calibrators and QC samples to their respective nominal values, provided

data on the accuracy (bias) of the method.

2.5.2. Selectivity and specificity

The selectivity of the method against endogenous interferences was verified by examination
of the chromatograms obtained after the extraction of six different blank plasma samples
conserved in two different anticoagulants (sodium citrate (n=3) and sodium fluoride (n=3).

The combination of benzodiazepines with antidepressants potentiates the treatment of
depression, thus, benzodiazepines are frequently encountered in these samples. For this
reason, the specificity of the method was also assessed by the analysis of plasma samples
spiked at 2 mg/L of a solution containing 27 benzodiazepines used for routine analysis in our

laboratory.

2.5.3. Stability of samples
The stability of the drugs in plasma was monitored in diluted plasma samples as follows; 50
pL of blank plasma spiked at the initial concentrations of 40, 200 and 800 (n=9, at each
concentration) were diluted with 950 pL of 0.1% formic acid . The IS was added to the control

samples (n=3) and the concentrations were determined immediately. Another pool of samples
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were kept in the autosampler at 6 + 2°C and analyzed prior to the addition of the IS, after 24
hours (n=3) and 48 hours (n=3). Stability was tested against a lower acceptance limit
corresponding to 90% of the mean of control samples by one-sided t-test (P <0.05).

For an evaluation of freeze/thaw stability, the control samples at the concentrations of 40 and
200 pg/L (n=3) were spiked with the IS and analysed immediately. The stability samples,
spiked at the same concentrations (n=3), were subjected to three freeze/thaw cycles. For
each freeze/thaw cycle, the samples were frozen at —20°C for 24 h, thawed, and then
maintained at ambient temperature for 1 h. After the three cycles, the samples were spiked
with the IS and analyzed. Stability was tested against a lower percentage limit corresponding

to 90% of the mean value of control samples by on-sided t-test (P<0.05).

2.5.4. Assessment of matrix effects.
To assess any potential suppression or enhancement of ionization due to the sample matrix,
two different analyses were carried out. The first one involved a post-column infusion
experiment. The study was based on a continuous post-column infusion of a mixture of the
drugs and their internal standards (10 pg/L at a flow rate of 10 yL/min) to produce a constant
elevated response in the MRM channels. The interference of this constant response was
monitored following the injection of plasma samples (in two different anticoagulants: sodium
citrate (n=3) and sodium fluoride (n=3)) and compared to the response following the injection
of mobile phase only. A second type of experiment consisted of a comparison of the peak
responses of the analysis of a blank plasma sample spiked at 1000 pg/L calibrator (n=3) with

those obtained from water spiked at the same concentration level.

2.5.5. Recovery.
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Recoveries were estimated by performing two experiments. In order to optymalize the elution
conditions i.e. elution volume and flow rate, a 1000 pg/L calibrator (n=3) was injected in the
absence of both the analytical and focusing column. As such the compounds achieve directly
the MS/MS as they elute from the SPE cartridge. In a second experiment, performed to
calculate de total recovery, a 1000 pg/L calibrator (n=3) was loaded and washed in a first
SPE cartridge while a second cartridge was placed in series to determine the breakthrough of
the first one. Both cartridges where subsequently eluted independently. Recovery was
considered to be the ratio between the response obtained after elution of the first cartridge

and the total response (sum of both, the first and the second SPE cartridge).

3. Results and discussion

The method was validated for linearity, LOQ, precision and accuracy by the analysis of spiked
plasma samples. In each case, a weighted (1/x) linear regression line was applied, except for
trazodone, nortriptyline and norclomipramine, for which a quadratic response was found to be
more suitable to obtain the best fit across the calibration range [34]. Correlation coefficient of
r>> 0.99 was achieved in the range investigated: from 10 up to 1000 pg/L. Figure 2 shows the
MRM chromatograms obtained following the analysis of the lowest calibrator (10 ug/L). At this
concentration a signal to noise (S:N) > 10:1 was observed for the qualifier and the criteria for
LOQ were satisfied.

The applied gradient ensured the elution of all the drugs examined within 14 min and
produced chromatographic peaks of acceptable symmetry. Since a focusing step is a crucial
factor to obtain good peaks and sensitivity, many efforts were made to determine the optimal
conditions.

Selectivity of the method was achieved by a combination of retention time, precursor and

product ions.
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The most prominent precursor-product transitions were used for quantification of the non-
deuterated compounds and the next most abundant, used as qualifiers.

For the corresponding deuterated analogues, only one transition was monitored. Table 1
summarises the MRM transitions and conditions of all quantifiers and qualifiers for all analytes
and IS.

Injection of single analyte solutions did not produce interference in the other MRM channels.
Linearity data are shown in Table 2. No interference peaks were observed in the
antidepressants MRM channels when blank plasma samples spiked with 27 benzodiazepines
were analysed.

The intra-assay precision (repeatability) and inter-assay precision were satisfactory, with all
relative standard deviations less than 20% (Table 3). Results indicated that the bias
(accuracy) of the assay was <19%.

The stability of spiked samples (40, 200, 800 pg/L) was monitored at 24 hours and 48 hours
while kept in the autosampler at 6 + 2°C. No statistical significant difference could be
observed for the three different concentrations, except for clomipramine and norclomipramine
where a slightly negative trend was observed (P>0.05), but it did not compromise de
guantification.

Insufficient sample clean-up can result in matrix effects, leading to either suppression or
enhancement of the analyte response. This can lead to variable sensitivities and decreased
precision and accuracy. Consequently, in the development of any LC-MS(/MS) method, the
potential for any such ion suppression or enhancement should be assessed. Post-column
infusion experiments (based on the method described by Bonfiglio et al. [37]), were performed
to provide information of the effect of the matrix throughout the course of the elution time for
the analytes. An example of the effect on drug response, obtained following the injection of a

mobile phase control, is shown in Figure 3.A. As expected, no changes in response were
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observed. Another example of the effects obtained following the injection of a sample
subjected to XLC are given in Figure 3.B. The results confirm the utility/benefits of the
extraction as a sample clean-up before chromatography to obtain reproducible and reliable
guantitative results for all the compounds without major interferences of matrix compounds. A
second experiment was carried out and we compared peak responses obtained when the
antidepressants were spiked to a blank plasma sample with the responses obtained when the
antidepressants were added to a sample where the plasma was substituted with water. No
statistically significant differences in peak areas were observed.

The Oasis® MCX Prospekt™ cartidges (30mg, 1cc) utilise mixed-mode (cation-exchange)
sorbents, which provide effective sample clean-up for basic drugs. The results of the
extraction recovery study are presented in Table 4. Very high and reproducible recoveries
were obtained with this SPE procedure for all analytes and all compounds were totally eluted
from the SPE cartridge at the elution step conditions.

The validated SPE-LC-MS-MS method was applied to the analysis of 11 authentic samples
from clinical cases and previously analysed by liquid chromatography coupled to a diode
array detector (LC-DAD) using a routine screening method. Figure 4 shows the
chromatogram obtained after the analysis of one of these samples, positive for trazodone and
venlafaxine. The measured concentrations varied in a wide range and several samples had to

be re-analysed after 1:10 dilution with blank plasma.

4. Conclusions
To our knowledge, this is so far the first on-line SPE method with single use cartridges,
coupled to LC-MS/MS applied for the direct analysis of 14 antidepressants and metabolites in
plasma. The combination of on-line SPE with MS/MS allowed the development of a high-

throughput, fast and sensitive method with a 20 min total analysis time without compromising

14



the method validation criteria. The method was successfully applied to 11 authentic plasma
samples, proven to be appropriate for the quantification of low both dose as high dose of

these compounds in plasma collected from forensic toxicology cases.
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Table 1

MRM transitions and conditions for all the compounds and their deuterated analogues.

Underlined transitions were used for quantification.

Compound Precursor ion Product ion Cone voltage Collision energy
(m/z) (m/z) (V) (eV
Trazodone 372.1 147.9 40 35
176.0 25
Fluvoxamine 319.1 70.8 25 15
86.8 15
Norfluoxetine 296.1 30.0 15 8
133.9 6
Paroxetine 330.1 69.8 40 28
192.1 20
Citalopram 325.1 108.8 30 25
115.8 25
Venlafaxine 278.1 57.8 20 18
260.1 12
Fluoxetine 310.1 43.9 20 12
147.9 8
Desipramine 267.2 44.0 25 30
71.8 15
Nortriptyline 264.1 90.8 25 20
233.2 15
Norclomipramine 301.1 43.9 25 35
71.8 20
Imipramine 281.2 57.7 25 35
85.7 10
Sertraline 306.1 158.8 15 30
275.0 12
Amitriptyline 278.1 90.8 30 25
104.8 20
Clomipramine 315.1 57.9 30 30
85.8 18
Paroxetine-dg 336.1 75.8 35 32
Fluoxetine-dg 316.1 43.9 20 12
Desipramine-ds 270.2 74.8 25 15
Imipramine-ds 284.2 88.8 25 18
Clomipramine-d; 318.1 88.8 30 20
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Table 2

Linearity data for 14 antidepressants and their metabolites.

2

Compound r LOQ
(Hg/L)
Trazodone 0.99995 10
Fluvoxamine 0.99848 10
Norfluoxetine 0.99890 10
Paroxetine 0.99939 10
Citalopram 0.99793 10
Venlafaxine 0.99727 10
Fluoxetine 0.99720 10
Desipramine 0.99945 10
Nortriptyline 0.99922 10
Norclomipramine 0.99702 10
Imipramine 0.99951 10
Sertraline 0.99900 10
Amitriptyline 0.99845 10
Clomipramine 0.99947 10

20



Table 3

Intra-assay and inter-assay precision and bias of the QC samples prepared in

plasma at a concentration of 40, 200 and 800 pg/L

‘ Intra-assay precision (n=5) ‘ Inter-assay precision (n=6)
Concentration of Mean concentration Mean concentration

Compound QC found CV Bias found CV Bias
(Hg/L) (Hg/L) (%) (%) (Mg/L) (%) (%)

Trazadone 40 43.6 6.1 9.0 41.0 115 25
200 233.2 15 16.6 199.6 7.0 -0.2

800 692.6 47 -134 673.4 13.2 -15.8

Fluvoxamine 40 41.9 7.2 438 36.5 10.9 -8.8
200 216.5 3.3 83 189.4 76 -53

800 843.8 38 55 807.0 87 0.9

Norfluoxetine 40 45.6 75 14.0 41.1 143 2.8
200 236.1 3.8 18.1 193.2 15.0 -34

800 880.9 75 101 801.5 86 0.2

Paroxetine 40 40.8 6.4 20 38.5 6.5 -3.8
200 212.8 22 6.4 193.6 7.2 -3.2

800 807.3 43 0.9 805.9 88 0.7

Citalopram 40 44.1 44 10.3 43.1 78 7.8
200 222.0 20 11.0 201.3 7.8 07

800 796.7 28 -04 780.7 10.1 -24

Venlafaxine 40 44.0 5.6 10.0 43.1 125 7.8
200 227.4 1.7 13.7 198.3 10.4 -0.8

800 780.8 55 -24 785.4 13.0 -1.8

Fluoxetine 40 43.8 7.3 95 40.0 10.7 0.0
200 220.0 3.0 10.0 196.3 9.8 -1.8

800 817.0 83 21 814.3 99 138

Desipramine 40 43.3 54 8.2 40.5 54 1.3
200 213.7 3.1 6.9 194.4 6.2 -2.8

800 830.6 32 38 791.0 11.1 -1.1

Nortriptyline 40 41.7 6.4 4.3 38.1 84 -4.8
200 211.0 36 55 192.1 8.3 -4.0

800 813.4 51 17 800.0 13.6 0.0

Norclomipramine 40 40.0 6.5 0.0 36.6 15.4 -85
200 226.9 15,5 135 197.0 7.0 -15

800 798.6 34 -0.2 808.9 55 11

Imipramine 40 43.4 23 85 40.1 64 03
200 226.1 1.3 13.1 198.1 7.4 -1.0

800 827.1 38 34 806.5 11.4 0.8

Sertraline 40 42.2 52 55 37.2 14.1 -7.0
200 221.9 35 11.0 193.9 9.2 -31

800 850.2 55 6.3 824.6 76 3.1
Amitriptyline 40 38.3 59 -43 35.2 10.1 -12.0
200 203.1 31 16 181.8 9.2 -91

800 805.6 42 0.7 780.1 9.7 -25

Clomipramine 40 43.9 6.5 9.8 41.5 99 38
200 219.1 1.7 9.6 207.1 75 3.6

800 764.4 51 -45 808.2 10.3 1.0

21



Table 4

Extraction recovery and matrix effect

Data represent the mean of three experiments with a 1000 pg/L calibrator.

Recovery (%) Estimated matrix effect after SPE (%)

(n=3) (n=3)
Trazodone 99.9 -10.9
Venlafaxine 99.8 -10.6
Citalopram 99.9 -5.9
Desipramine 99.8 9.1
Imipramine 99.9 -7.1
Nortriptyline 99.6 -11.8
Amitriptyline 99.9 -22.8
Paroxetine 99.8 -6.7
Fluvoxamine 99.7 -16.8
Norfluoxetine 99.8 0.5
Fluoxetine 99.9 -12.1
Sertraline 99.9 -15.2
Clomipramine 99.7 -17.7

Norclomipramine 99.9 -104




Figure legends

Figure 1. Scheme of on-line SPE system-LC (Symbiosis Pharma™) coupled to the MS/MS.
(A) The sample is loaded into the sample loop while the first SPE cartridge is conditioned in
the left clamp. (B) The sample is loaded onto the cartridge followed by a washing step. (C)
The cartridge is moved to the right clamp, where the sample is eluted; the analytes are
subsequently retained on the focussing column. Simultaneously, a second sample is
subjected to the initial procedure of extraction in the left clamp. (D) After the elution step the
MS valve is switched and the analytes are now directed to the analytical column in connection
to the MS/MS. Following the analysis of the first sample, the second SPE cartridge is

transferred to the right clamp in order to be eluted and analysed.

Figure 2. MRM chromatograms obtained following the analysis of a spiked plasma sample
with 10 pg/L of (1) clomipramine, (2) amitriptyline, (3) sertraline, (4) imipramine, (5)
norclomipramine, (6) nortriptilyline, (7) desipramine, (8) fluoxetine, (9) venlafaxine, (10)
citalopram, (11) paroxetine, (12) norfluoxetine, (13) fluvoxamine and (14) trazodone. Peak
intensity is shown on the right-hand corner of each trace.

Figure 3. Post-column infusion experiments: matrix effect. (1) trazodone, (2) paroxetine, (3)
nortriptyline and (4) amitriptyline, of an injection of a mobile phase control (A) and a blank
sample following the extraction of plasma (B). The shaded area indicates the elution position

of the respective antidepressants.

Figure 4. Typical MRM chromatograms obtained following the analysis of one authentic
plasma sample. Concentrations were 127 pg/L for venlafaxine (A) 1036 pg/L for trazodone
(B). The figure shows the response for the two transitions of both compounds (quantifier and

qualifier). Peak intensity is shown in the top right-hand corner of each trace.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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