TOXICOLOGIA
ANALITICA

Toxicologia

| Pilar Gémez Ramirez

TOXICOLOGIA ANALITICA

Conjunto de procesos analiticos encaminados
a poner de manifiesto la presencia de una
sustancia toxica en una muestra
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QUIMICO -TOXICOLOGICO

oRETOS:
e Diversidad de sustancias/ bajos niveles

e Creciente numero de muestras

Lr

e Técnicas mas sensibles, rapidas,
econdmicas

| ANALISIS

QUIMICO -TOXICOLOGICO

MATRIZ

AIRE

SUELO  AGUA

TEJIDOS

XENOBIOTICOS
METABOLITOS

| ANALISIS
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QUIMICO -TOXICOLOGICO

o OBJETIVOS:

e Identificacién y cuantificacién del xenobidtico
sospechoso de ocasionar dano toxico

e Caracterizacién de las formas quimicas bajo
las que se encuentra la estructura del
xenobidtico

e Identificar metabolitos producidos en la
biotrasformaciéon

e Detectar la presencia de téxicos ignorados

e Evaluar la eficacia de tto intoxicaciones

| ANALISIS

TOXICOLOGICO

o Clinico )
- Urgencia

- Informacién previa

- Tipo de muestras

- Concentraciones

- Determinaciéon
cuantitativa/cualitativa

o Forense
¢ Postmortem

¢ Drogas de abuso

¢ Dopaje

¢ T. Alimentaria
T. Laboral
T. Ambiental

| ANALISIS QUIiMICO-
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ETAPAS DEL PROCEDIMIENTO
ANALITICO

1. Toma y preparaciéon de la muestra
2. Eleccion de la técnica analitica

3. Separacion y purificacion  del
analito problema

4. Deteccion de compuestos
5. Interpretacion de resultados

~

1. TOMA Y PREPARACION
DE LA MUESTRA

o Representativa |:> Resultados
o Homogénea reproducibles

MUESTRA TECNICA
ANALITICA

TOXICO LR

00



1. TOMA Y PREPARACION
DE LA MUESTRA

oMuestras limpias
oConservacion
oRecipientes

oEtiquetado $
oMuestras para histopatologia

oy

CONSIDERACIONES
GENERALES SOBRE LAS
MUESTRAS BIOLOGICAS

f Muestras — Sangre entera
[ hematicas  Plasma/Suero

Orina

Contenido gastrico, liquido de lavado
gastrico o vomitos

ﬁ Aire espirado
: Saliva
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CONSIDERACIONES
GENERALES SOBRE LAS

MUESTRAS BIOLOGICAS
Tejidos
Higado> Rifdén > Encéfalo

MUESTRAS A REMITIR EN
CASO DE SOSPECHA DE
INTOXICACION

o Consultar al laboratorio

o Sangre

o Suero

o Orina

o Contenido gastrico-vomitos
o Alimento
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MUESTRAS CON
CARACTER JUDICIAL

oTRIPLICADO
oAnalisis inicial
oAnalisis contradictorio

oAnalisis dirimente

INFORMACION QUE DEBE
ACOMPANAR A LAS
MUESTRAS

o Historia clinica
o Signos clinicos
o Hallazgos de autopsia

[E
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2. ELECCION DE LA
TECNICA ANALITICA

Sensible
Especifica

Exacta

Precisa
Repetible y reproducible

Econ6émica

Segura
Rapida

O O OO OO OO

-——————————————————————————————————————|

ELECCION DE LA
TECNICA ANALITICA

SISTEMATICA ANALITICA GENERAL

INFORMACION

ANALISIS ESPECIFICO
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PURIFICACION

e Extraccion (separacion del toxico de la
matriz)

e Fraccionamiento del extracto
e Purificacion

= RETO:

= Procesos de extracciéon automatizados

- Maximo esfuerzo en el aislamiento y purificaciéon

- Los procesos de purificacion pueden conllevar peores
rendimientos

| EXTRACCION Y

EXTRACCION Y
PURIFICACION

o Muestras biologicas:

¢ Muestras complejas con muchos componentes
que pueden alterar la respuesta

~

o Evitar interferencias

¢ Aumentar la selectividad, sensibilidad y
precision
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EXTRACCION Y
PURIFICACION

o Muestras biologicas
¢ Sangre, suero, plasma: Desproteinizar

oDigestion acida
oDigestion enzimatica

oUltrasonidos + centrifugacion [

¢ Orina: eliminar conjugados
oHidroélisis quimica: alt. Compuestos termolabiles
oHidroélisis enzimatica

1

EXTRACCION Y
PURIFICACION

o Muestras biologicas
¢ Tejidos: Desproteinizar

oDigestion acida
oDigestion enzimatica

¢ Pelos:
oHidroélisis quimica: alt. Compuestos termolabiles
oHidrdlisis enzimatica:

2
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EXTRACCIONY
PURIFICACION

o Extraccion liquido-liquido

o Cambios de pH

o Solvente: baja lipofilia, bajo pto. ebullicién, bajal
polaridad
Disolvente P.ebullicién(°C) | Polaridad | Solub.en agua (%)
n-Hexano 69 0 <0001
Tetracloruro de 77 1’7 008
carbono
Ciclohexano 31 0 001
Cloroformo 61 4'4 082
Diclorometano 40 3’4 1’30
{ 1,1-Dicloroetano 57 - 503
Eter dietilico 35 - 6'04
Acetato de etilo 77 43 808

EXTRACCION Y PURIFICACION

o EXTRACCION ACELERADA (ASE)

e Técnica preparativa que disminuye los tiempo de
extraccion.

e Combina un aumento de la temperatura y la presién:
incrementa la eficiencia en el proceso de extraccién
(mayor rapidez y significativa reducciéon del volumen de
disolvente)

¢ Todo tipo de disolventes (incluido el agua)

¢ Plaguicidas, herbicidas, aditivos en polimeros

07/03/2019
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EXTRACCION Y PURIFICACION

Extraccion sélido-liquido o en fase sélida (SPE)

[SOXHLET | ‘ | SOXTHERM
SOXHLET —

N
w

EXTRACCION Y PURIFICACION

o Extraccion sélido-liquido o en fase solida (SPH
o GPC

co
g“b“ -Seleccion del mecanismo de
a0 !
G‘o‘“ adsorcion y adsorbente.
1202 | = Mo, T
éor\\ ' | ‘ -Pretratamiento de la muestra
; N \ . Al
7 10 | -Acondicionamiento  de la
\ ‘ L ’ | columna
_ r.g?‘. L .

\lr T T \H -Estabilizacion de la columna

-Aplicacion de la muestra

COLUMNAS -Elucién de las interferencias

-Elucién del analito

07/03/2019
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EXTRACCION Y PURIFICACION

o SPE, GPC

Gel permeation chromatography

N
(9]

EXTRACCION Y PURIFICACION

o QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)
o Extraccion en fase sélida dispersiva
o Extraccion
¢ Purificacion

N
[e)}

07/03/2019
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EXTRACCION Y PURIFICACION

o Extraccion por espacio de cabeza
e Compuestos volatiles
e Puede ser automatizado

N
~N

EXTRACCION Y PURIFICACION

o Microextraccion en fase sélida

e Automatizado

e Adsorcién de analitos en una fibra de silice incluida
en la jeringa

¢ Los analitos se desorben en el bloque de inyeccion

Plunger 1 3 4

Fiber 2

Hoad Space —

Sample

07/03/2019
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EXTRACCION Y PURIFICACION

. Extraccion con fluidos supercriticos

] Opiaceos, canabinoides, benzodiazepinas

EXTRACCION Y PURIFICACION

o DIGESTION HUMEDA

METALES PESADOS

15



DETECCION

o Cromatografia
o Espectrometria y espectrofotometria
o Inmunoensayos

o Otros métodos

31
CROMATOGRAFIA
o Fase estacionaria:
¢ Retienen la sustancia por afinidad
o Fase moévil
e Empuja la sustancia a través de la fase estacionaria
32

07/03/2019
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CROMATOGRAFIA

o CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

¢ Factor de retardo (FR) = d soluto/d solvente x
100

>

Tie

CROMATOGRAFIA

o CROMATOGRAFIA DE GASES

¢ Cuando los componentes de la mezcla problema son
volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a
temperaturas de hasta 350-400° C.

o La fase moévil es gas
e Fase estacionaria: Columnas especificas

Sample
injector )
./ :\
Flow controller —T
;v

Carrier gas Column oven

07/03/2019
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CROMATOGRAFIA DE GASES

o VENTAJAS
e Separacion eficaz y versatil
e Sensibilidad deteccién: ng/mL, pg/mL

e Identificacién: Rt

¢ Cuantificacion J ‘ ‘
e Amplio rango de aplicaciones ‘r I ‘l‘\ |"|”

o INCONVENIENTES .

e No deteccién de termolabiles, alto peso molecular y
polares = Derivatizar o HPLC

e Coincidencias en Rt

CROMATOGRAFIA DE GASES
o DETECTORES:

¢ Detector de ionizacién de llama (FID)

¢ Detector de conductividad térmica (TCD)

¢ Detector de captura de electrones (ECD)

¢ Detector de microcaptura de electrones (WECD)
¢ Detector de nitréogeno- fésforo (NPD)

¢ Detector de fotoionizacién (PID)

e Detector de espectrometria de masas

18



CROMATOGRAFIA LIQUIDA

o La fase mévil es un liquido

¢ Cuando los compuestos a analizar son poco volatiles

y/o termol4biles

Inyector

ol
Solvente

(fase mbwil) ruestro
reservorio

tomba

Columng de HPLC

Detector

Cromatograma

0

)
[11im
estacion de Data
computarizados

Desecho

CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ALTA RESOLUCION (HPLC)

o VENTAJAS

e Compuestos térmicamente inestables, poco volatiles,
alto peso molecular y/o amplios rangos de polaridad

¢ Muestras acuosas

¢ Determinaciones cualitativas pero especialmente

Interesantes las cuantitativas.

¢ Gran aplicabilidad a sustancias de primordial interés
en la industria, en muchos campos de la ingenieria:

pigmentos, antioxidantes, oligosacaridos,
triglicéridos, vitaminas, fArmacos, muestras

medioambientales, etc.
o INCONVENIENTES
e Baja especificidad
e Baja reproducibilidad

07/03/2019
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CROMATOGRAFIA LiQUIDA
ALTA RESOLUCION (HPLC)

o Cromatografia de adsorciéon

e C. de fase normal
oF. estacionaria: polar
oF. moévil: apolar
oA > polaridad, > tiempo de retencién
oEn desuso
e C. de fase reversa
oF estacionaria: apolar
oF moévil: moderadamente polar

CROMATOGRAFIA LIiQUIDA
ALTA RESOLUCION (HPLC)

o C. de exclusién molecular

e Separacion en funcién de tamano
e Para purificar extractos

07/03/2019
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CROMATOGRAFIA LIiQUIDA .-
ALTA RESOLUCION (HPLC) 3~

ositively
rotein
negativel
ead

)
. . .y . . J »
o C. de intercambio 16nico QDD
sz Y = _\‘3 ,
e Atraccion electroestatica ‘I’J)[ Sh%‘;..‘*w”
e Se retienen iones de diferente carga ola.

e Aplicable a casi cualquier tipo de molécula
cargada, incluyendo Aacidos organicos y

azucares. % p——

e Para analisis de agua, extractos acuosos de

cualquier tipo (vegetales y minerales) =
o Utilidad medioambiental e industria . L
agroalimentaria.

charged
binds to
ly charged

|

CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ALTA RESOLUCION (HPLC)

o DETECTORES

« DUV fijo
D fotodiodo: UV, de barrido (Rt)
D fluorescencia

D electroquimico

Espectrometro de masas

o Jonizacion a presiéon atmosférica
o Ionizacion electrospray

o Ionizacién quimica

07/03/2019
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

oldentificacién de sustancias por
determinacion de pesos moleculares
e Obtencién de iones
e Separacion por masa/carga

oAcgplados a GC, HPLC

molecules,

tral fragments,
filament o0 e gative
electros L L)
beam . Lo magnet
sample| = 'l'f e — I\
( : ¥ S
tral / "
malecule: pﬁ‘gﬁ_e’ negatively
charged positively charged ions
accelerating (deflected according to miz)
and focusing
plates

\ _—ion exit slit

_—— collector

-

43
ESPECTROME;I'RiA DE MASAS
Conpound Mass Specrum st Reprt - 15 m-w*ﬂy I
44 il

07/03/2019
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

oMétodos de 1onizaciéon
e Impacto electronico (EI):
otransferencia de e que fragmenta iones
e Tonizacion quimica (CI):

omezcla con gas reactivo que origina nuevos
iones

e Tonizaciéon quimica negativa (CIN):

oaumenta la sensibilidad (20x> que en EI
en c. electronegativos)

ESPECTROMETRIA DE MASAS

o Modo de deteccion
e Full scan: barrido entre 40 y 650 masa/carga

e SIM: para detectar 1 o varios iones mas
abundantes o relacion m/q significativa en el
espectro de masas de interés. Requiere conocer los
iones

e MS-MS o MS-MS-MS: aumenta ss y

selctividad

TOXICOLOGIA: El + FULL SCAN

07/03/2019
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ESPECTROMETRIA MASAS TOF

o Los 1ones generados son acelerados por un pulso de
potencial

o Se basa en la medicién del tiempo que tardan los
iones en alcanzar el detector

o Deteccion de compuestos por masa exacta

o VENTAJAS:
¢ Gran precision y exactitud

o Extensas librerias

RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

o Es una espectroscopia

o Medicion de la absorcion de la radiacion
electromagnética (nicleos)

e Muy rapida
e Poco sensible

o Salicilatos, naproxeno, ibuprofeno,
dietilcarbamazepina, cloroquina,
eritromicina, etanol o paraquat

07/03/2019
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POLAROGRAFIA
Potencial de oxidacion M @{E@ |:| @g

Potencial de reduccién

e

Reference

electrode

(Ag/AgCl;
KCl, 3
mol/l)

Auxiliary |
electrode |
(platinum) |

working

electrode

(hanging

mercury

50 pl HCI (electrolyte support) + drop)
10 ml Milli-Q water

i
Potestial (V)

ESPECTROMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA

NMetales

o Medicién de e absorbida que provoca estado excitado
en electrén externo
o Longitud de onda especifica
¢ De llama: altas concentraciones
e De camara de grafito o electrotérmica: mas sensible
e De vapor frio: para obtener Hg atémico

e Sistema de hidruros volatiles: para volatilizar algunos
metales en forma de hidruros (As, Se, Sb, Ti, etc.)

07/03/2019
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PLASMA DE ACOPLAMIENTO
INDUCTIVO (ICP-MS)

NMetales

o Plasma = mezcla gaseosa conductora de la electricidad
con una concentracion significativa de electrones y
cationes

e Gas plasmdégeno (Ar) + campo electromagnético 2 Plasma
e Plasma + muestra = Iones medidos por MS

o alta precisién

o bajos limites de deteccion

o bajo coste econémico

o Analisis de mayoria de los elementos e is6topos de la
tabla periédica de manera simultanea en minutos

INMUNOENSAYOS

o Screening drogas de abuso/farmacos en orina
o Determinaciones in situ

o Determinaciones farmacocinéticas en
sangre/suero oy

o Alcohol en sangre | E i 7|
o Plaguicidas en agua, suelg_alimentos Y

o Parametros bioquimicos:

¢ Creatinina 2 - e

¢ Urea

e Colesterol

o Triglicéridos
e AChe

07/03/2019
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INMUNOENSAYOS

o Radioinmunoensayos

e Sensibilidad: metabolitos de morfina en orina

(codeina, morfina glucurénido y morfina)
» Riesgo para la salud

o Enzimoinmunoensayos:

o ELISA:

osangre y suero

oDrogas de abuso: barbitaricos,
benzodiazepinas, anfetamina, metanfetamina,
morfina, opiaceos, metabolitos de la cocaina,

fenciclidina y LSD
53
INMUNOENSAYOS
o Enzimoinmunoensayos:
e EMIT (Enzyme multiplied inmunoassay
technique)
oUnidén competitiva a proteinas,
oMayor aplicacién
oSin tratamiento inicial de la muestra
oen orina: opiaceos, cocaina,
benzodiazepinas, anfetaminas,
dextropropoxifeno, fenciclidina, metadona,
metacualona, barbitiricos, cannabis y LSD
oEn suero: etanol, antidepresivos triciclicos
y paracetamol.
54

07/03/2019
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INMUNOENSAYOS
o Enzimoinmunoensayos:
o FPIA (fluorescence polarization
Immunoassay)

osuero, sangre, orina

otobramicina, gentamicina, propranolol,
morfina, digoxina, digitoxina, fenitoina,
procainamida, anfetaminas,
benzodiazepinas, barbituricos, metadona,
antidepresivos triciclicos y cocaina.

SISTEMATICAS ANALITICAS
TOXICOLOGICAS

1. PARA GASES Y VAPORES
Espacio de cabeza

Microgxtraccién )
2. PARA TOXICOS INORGANICOS

1. Digestién de la muestra

- Seca: Incineracién
- Humeda: A sobrepresion, presién atmosférica
2. Analitica

ICP-MS, AAS, Voltamperometria
3. PARA TOXICOS

ORG . Cos ci6n, Purificacién, Fraccionamiento del extracto
2. Analitica
GS-MS, HPLC-MS, HPLC-TOF, RMN

07/03/2019

28



INTERPRETACION DE
RESULTADOS

/RUTA DE EXPOSICION?

{CONCENTRACION
APAZ DE PROVOCAR EFECTOS?

=1
e

57

Intensity

500000+

1 raoa*{ e o o
] - 1 = I
2 > s’ | 5"
| 2 5 |8 saen’] =
<o = % 1
250000+ é 2 1 - gy R
2o | 4 H 3
] €7 3 el H § smew{
Bl =R S i -
1 % L I 4..~|': / N
5 ]
1 N ——
A3 AN 44 48 4 &
Potentist (V)
-

T I
”

73

Patrones de referencia
Identificar
Cuantificar

58
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RESULTADOS

Librerias de espectro de masas
Identificar

Compound Table

Aits |
Compound Label RT Mass Name DB Formula DB Diff (ppm) | (DB) |
Cpd 3:Tauing| 0094 1250148 Taume QHND3S -L41 .‘

(pd % Ricrolcaad] 0208  298.2505{Ricnaiic acd (13K 03 s 1;
(pd 12:Dizeridin] 08| 2601271 Diareridin C13H16 N4 02 0% -\

Gd 21:Famendn 0211 LIS Fumecis MAING | CHE

Cpd 22 Ruomferiznyl p-| 0211 3542112 Fueeoiertznyl, p- ZHTN20F L3

(pd 23: Azpedne| 0212 2R 1427| Fuoperine (5HI9N2 Q2F 14 5;
Cpi 27 Dowbetasel]  0.215)  376.203% Denibetzsol C2HN04F -24 ‘
(pd 3:Vientin|  022) 600 4:9‘;&?((‘3911' (40 H56 04 -12

— End OF Recort —

| INTERPRETACION DE
L

i

—1]
=

]

&
]

R

i

({CONCENTRACION
CAPAZ DE PROVOCAR EFECTOS?

BASES DE DATOS
TOXICOLOGICOS

60
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INTERPRETACION DE
RESULTADOS

BASES DE DATOS
TOXICOLOGICOS

- Datos en la misma especie o especies similares
- DL50, NOAEC, LOAEC

- Via de administracion

- Edad

- Estado fisiologico

- Toxicidad aguda/crénica

0O e —axas

RESULTADOS

VARIABLES QUE INFLUYEN EN LOS RESULTADOS
ANALITICOS

Compuestos vida corta
- MOMENTO DE LA Redistribucion

TOMA DE MUESTRA: Exposicién crénica
Fase absorcion

- ESTABILIDAD DEL COMPUESTO EN LA MUESTRA

Condiciones de conservacion de la muestra

i Amplitud y reproducibilidad
- METODO Sensibilidad
ANALITICO: Especificidad

| INTERPRETACION DE

2

07/03/2019
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RESULTADOS

Desaparicion del
toxico previa toma
de muestras

INTERPRETACION DE
|
Fallos
operatorios
6

INTERPRETACION DE
RESULTADOS

DISCORDANCIAS
concentracion-clinica

Insuficiente soporte estadistico

Técnicas no especificas

Accion de mas de un compuesto

Diferencias de sensibilidad y
exactitud en las técnicas
analiticas

*Sensibilidad

Diferencias individuales:

*Adaptacién metabdlica

07/03/2019
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INTERPRETACION DE
RESULTADOS

DISCORDANCIAS
concentracion-clinica

. . . Errores de interpretacion
Ciclos circadianos, sangre total

época del afio suero

Plasma
orina

Confusién de toxicos relacionados quimicamente pero diferente
metabolismo/ excrecién.

[e)}
(93]

INTERPRETACION DE
RESULTADOS

DISCORDANCIAS
concentracion-clinica

MUESTRAS
ALTERADAS

Orina

DILUCION
SUSTITUCION DROGAS DE ABUSO
ADULTERACION

33



INTERPRETACION DE
RESULTADOS

DISCORDANCIAS
concel}t?aci(’)n-

MUESTRAS
ALTERADAS

gentes adulterantes de orina

En vivo:
Ibuprofeno, AAS

In vitro
amoniaco, lejia, alcohol etilico, etilenglicol,
gasolina, keroseno, jabén liquido, agua oxigenada,
bicarbonato sédico, vinagre, tabletas de sal

67
INTERPRETACION DE
RESULTADOS
DISCORDANCIAS
concel’lt?aci(’)n_
MUESTRAS
ALTERADAS
om (N
DILUCION Dﬁnsidad
SUSTITUCION gemperatura
ADULTERACION Deteccién de agentes adulterantes
68

07/03/2019
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INTERPRETACION DE
RESULTADOS

DETECCION DE MUESTRAS ALTERADAS

o Muestras sustituidas
e Orina: Creatinina y densidad relativa
e Saliva: inmunoglobulina G (IgG)
o Muestras diluidas
¢ Orina: creatinina y densidad relativa
o Muestras adulteradas
e Orina: pH, nitritos, sustancias exégenas (Cromo [VI], lejia,
yoduros o fluoruros, glutaraldehido , piridina o clorocromato
de piridinio , surfactantes...),

o Cabellos, Saliva y Sudor: Sustancias exdgenas

07/03/2019
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