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Resumen

El tabaco se encuentra entre las primeras causas de mortalidad y morbilidad en el mundo. En México hay 17.3 millones de
fumadores y alrededor de 60 mil personas mueren por causas atribuibles al tabaco. El 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanol o NNALes un carcindgeno del grupo 1 seglin la Agencia Internacional para la investigacion de Céncer, el cual es
eliminado por el organismoen formade  conjugado  del acido  glucorénico (NNAL-glu), debido a lo
cual, la relacion NNAL-GIu/NNAL libre es un potencial indicador de riesgo para desarrollar cancer de pulmon. La
presente revision se enfoca en la importancia de la etapa de preparacion de muestra en métodos bioanaliticos, asi como en las
técnicas de preparacion de muestra empleadas para la determinacion del NNAL en muestras de orina humana reportadas
desde el afio 1993 hasta 2013. También incluye una seccion donde se examinan algunas tendencias del tratamiento de
muestras para mejorar el rendimiento de los analisis, dentro de las cuales se pueden mencionar las técnicas de
microextraccion, SPE en-linea, liofilizacion, derivatizacion, entre otras.
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Abstract

Tobacco is one of the main causes of mortality and morbidity in the worldwide. In Mexico there are 17.3 million smokers and
about 60,000 people die because of tobacco. The 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol or NNAL is a carcinogen
of Group 1 according to the International Agency for Research on Cancer and it is eliminatedfrom the organismby
conjugation to glucuronic acid (NNAL-Glu). According to this, the ratio NNAL-GIu/NNAL is a potential indicator of risk
for developing lung cancer. This review focuses on the importance of sample preparation step in bioanalytical methods, as
well as on the sample preparation techniques used for determination of NNAL in human urine samples reported since 1993 to
2013. This review also include a section that discusses some trends in treatments of samples in order to improve the
performance of analyzessuchassolid phase microextraction, on-linesolid phase extraction, lyophilization, derivatization,
and others.

Keywords:tobacco, NNAL, sample preparation, bioanalytical methods, human urine.

1. Introduccién
El tabaco es el tnico producto de consumo legal que

puede dafiar a todos los que se exponen a él y causa la
muerte de alrededor del 50 % de las personas que lo
consumen voluntariamente, en promedio, 15 afios antes
de lo naturalmente previsible. La Organizacion Mundial
de la Salud, en el afio 2008, pronostico que las muertes
debidas al consumo de tabaco superarian los cinco
millones de personas y de continuar con la misma
tendencia, esta cifra aumentaria a mas de ocho millones
de defunciones para el afio 2030[/]. Actualmente se
relaciona al consumo de tabaco con mas de 25
enfermedades y es el principal factor causante de cancer
de pulmén, eséfago, laringe, boca, garganta, rifion,

vejiga, pancreas, estomago y cérvix, asi como de
leucemia mieloide aguda[2]. Es importante remarcar que
las personas no fumadoras expuestas al humo de cigarro,
fumadores pasivos o involuntarios, presentan efectos
adversos en la salud mas alla de solo irritacion en la
conjuntiva ocular y tracto respiratorio superior. Se ha
reportado que los nifios expuestos al humo de segunda
mano tienen un aumento del riesgo de sindrome de muerte
subita del lactante, infecciones respiratorias agudas y
asma mas grave, entre otrasenfermedades. Enel
caso de los adultos no fumadores pueden desarrollar
cancer de pulmén asi como efectos inmediatos en el
sistema cardiovascular, que incluyen: hipertension,
arteriopatia coronaria,
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accidente cerebro-vasculare insuficiencia cardiaca
congestiva.[3]

En México durante el afio 2010, segun el reporte de
Guerrero- Lépez et al., fallecieron alrededor de 60 mil
personas, es decir 165 muertes por dia,a causas
atribuibles al tabaco [4].Segilin la Encuesta Nacional de
Adicciones 2011, en nuestro paishay 17.3 millones de
fumadores, lo que representa un 21.7 % de prevalencia
del consumo activo de tabaco, siendo el consumo
promedio de 7 cigarrillos por dia. En ese mismo afio, se
reportd una prevalencia de exposicion al humo de
tabaco ambiental (HTA) de 30.2 %, lo que se traduce a
12.5 millones de mexicanos, que nunca han fumado,
estan expuestos al HTA. [5]

E125% de 1as muertes debidas al consumo de tabaco se
producen en las edades medias de la vida,lo cual
ocasiona pérdidas de productividad laboral y elevados
costos para el sector salud [/, 5]. La mayor parte de los
dafios que causa el tabaco en la salud se ponen de
manifiesto hasta varios afios después del inicio del
consumo; debido a lo cual, las investigaciones se han
centrado en la busqueda de marcadores biolégicos de
exposicion al tabaco.

1. Importancia de la bisqueda de marcadores
biolégicos. El estudio de NNAL.

Los marcadores bioldgicos, también llamados
biomarcadores,son cualquier medicion quimica, fisica o
biologica, que refleja una interaccion entre un sistema
biolégico y un peligro potencial[6]. Los marcadores
bioldgicos pueden clasificarse en tres grupos: de
exposicion, de efectos y de susceptibilidad. Los
biomarcadores de exposicion permiten la mediciénde la
dosis interna mediante un analisis quimico de un
compuesto toxico o de sus metabolitos en fluidos del
cuerpo o excreta[ 7].En el caso del tabaco,pueden ser los
niveles de alguno de sus componentes, el efecto de los
mismos en la funcién celular o la alteracion del ADN
que se pueden analizar en aire exhalado, esputo, saliva,
sangre, piel, orina, ufias, entre otras partes del cuerpo.
La importancia de la biisqueda de biomarcadores del
tabaco se debe a que permiten conocer la prevalencia del
consumo, estudiar el impacto de los nuevos
tratamientos, verificar la exposicion al humo de primera
o segunda mano, asi como constatar si un tratamiento se
cumple correctamente[§]

Las nitrosaminas especificas del tabaco (TSNA, por
sus siglas en inglés) se generan durante la fermentacion,
el curado y el afiejamiento de la hoja de tabaco; estas
moléculas son buenas candidatas para ser
biomarcadores del consumo de tabaco, ya que sélo se
encuentran en los productos de tabaco[9, /0].Las TSNA
son altamente cancerigenas y estan clasificadas en los
grupos 1 o 3 de la Agencia Internacional para la
investigacion de Céancer (TARC)[//].La formacion de
estos compuestos se lleva a cabo por la nitrosacion, ya
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sea de, aminas terciarias como la nicotina o aminas
secunadarias como:nornicotina, anabasina, anatabina,
presentes en el tabaco, produciendo diferentes
nitrosaminas, las cuales contienen en su estructura el
grupo funcional nitroso unido al nitrégeno de la amina;
en la Figura 1 se muestran las principales TSNA y su
posterior metabolismo[ /0, 11].

La 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona,
llamada también NNK, es la principal nitrosamina
derivada de la nicotina. La NNK es un procarcinégeno
que para ejercer su efecto tumorigénico requiere
activacion metabolica, la cual puede ser por tres rutas
principales: reduccion del grupo carbonilo, N-
oxidacion y la a-hidroxilaciondelanillo depiridina[/2].
El producto de la reduccién del grupo carbonilo es el 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol, también
conocido como nitrosamina alcohol derivada de la
nicotina 0 NNAL. El NNAL presenta niveles séricos
muy bajos, ya que es un sustrato de la enzima UDP-
glucoriltransferasa que lo transforma en conjugados del
acido glucorénico (NNAL-Glu), los cuales pueden
formarse tanto en el grupo carbinol del NNAL (NNAL-
0-Glu) como en el Nitrogeno del anillo de piridina
(NNAL-N-Glu), siendo depurados rapidamente por el
organismo mediante excrecion por la orina[ 12—14].
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Figura 1. Metabolismo de las TSNA.

2. Preparacién de muestra y su importancia de
la en el analisis bioanalitico.
El proceso analitico considera 5 etapas principales:

muestreo, preparaciéon de muestra, separacion
analitica, deteccién instrumental y andlisis de
datos[/5]. La etapa de preparaciéon de muestras
consiste en convertir una muestra real a un formato
que sea adecuado para el andlisis por alguna
separacidn analitica u otra técnica y consume
alrededor del 80% del tiempo total del anélisis de una
muestra[/6]. Segun Smith, los principales objetivos
dela preparacion de muestras son:
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T 1. Favorecer la selectividad del método,
| mediante la remocion de potenciales \

| interferencias de la muestra. ‘
2. Incrementar la concentracién del analito

| y de esta manera potenciar la sensibilidad |

| del ensayo. ‘
3. Convertir el analito a una forma mas

| adecuada para su deteccion o separacion. |
4.  Proveer un método robusto y |
| reproducible que sea independiente de las
| variaciones en la matriz de la muestra. |
En el desarrollo de métodos bioanaliticos para 1
‘determinaci(’)n de compuestos trazas en muestras
biologicas, es importante contar con procedimientos dd
preparacion de muestra adecuados y eficientes que
potencien la identificacidn, la confirmacién y la
cuantificacién de los analitos[/7]; esto debido a que 1d
‘mayorl’a de las técnicas utilizadas para el analisig
quimico, no son especificas para un solo tipo de

‘compuestos. |
‘ Las caracteristicas importantes para realizar ung

técnica de preparacion de muestra eficiente, segl’nﬂ
‘Kataoka[] 8], son:
| 1. Minima pérdida de muestra. |

2. Buena recuperacion del analito de interés. |
| 3. Eficiente eliminacion de los componentes

‘ coexistentes. |
4.  Facil acoplamiento con los métodos de
| analisis. |
‘ 5. Factibilidad enla aplicacion del ‘
procedimiento.

| 6. Minimo costo. ‘
‘ Dada la importancia de la cuantificacion de log
biomarcadores de exposicion al tabaco asi como el papej
fundamental que desarrolla la etapa de preparacion d
Imuestras en los métodos bioanaliticos, se realiz6 und
busqueda bibliografica de abril a septiembre de 2013 e
Summon® utilizando los descriptores: tobacco-
lspecificnitrosamine, tobacco, lungcarcinogenl
‘biomarkers, sample preparation, urine. También s¢
realizo una busqueda en internet en el buscador “google
académico” con los mismos términos. Se seleccionaro
‘aquellos documentos reportados desde 1993 hasta 2013
que mostraran datos relevantes sobre el método analitico
empleado, las modificaciones realizadas a los método
freferenciados, asi como las ventajas obtenidas con lag
modificaciones. La tabla 1 resume las metodologias d
analisis y se muestran las caracteristicas para cada una.
\ \
4. Determinacién del carcinégeno 44
‘(metilnitrosamino) -1-(3-piridil) -1- butanol (NNAL).‘

| 4.1. Técnicas cromatogrdficas. ‘

En la tabla 1 se pueden observar que las técnicas
\cromatogréﬁcas empleadas para el analisis del NNAL
son: cromatografia de gases con analizador de energig
térmica (GC- TEA), cromatografia de gases con detector
de masas selectivas (GC-MSD), cromatrografia de gase
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|
| | |
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acoplada aespectrometria de masas eniténcjl?m (GCA
IMS/MS) y la cromatografia de liquidos de alta fesolucion
‘acoplada a espectrometria demasas en ténderp (HPLCT
MS/MS).

| Cada una de estas técnicas presenta v‘entajas y‘
‘limitaciones. LaGC-TEA posee un detector ‘altamentq
sensible para compuestos que poseen en su estructura
lgrupos nitro (-NO.) y/o nitroso (-NO)[79]. Las
|desventajas que presenta esta técnica son: la gran
cantidad de volumen de muestra requerida y que los
procesos de preparacion de muestras son mu;

|laboriosos y costosos [20];1a mayoria de los laboratorios
no podria justificar el uso de un detector ta

especializadodebido a que no tienen una aplicacion
regular y frecuente, ademas de que el detectot no puedd
‘distinguir la co-elucion de compuestos nitrosqns.[21 1L

CG-MSD se ha utilizado poco para el andlisis de NNALy
INNAL-Glu en muestras de orina, como para 1d
‘conﬁrmaci(')n de los analitos[22, 23];mientras que la CG+
MS/MS, a pesar de tener limites de deteccién mejores que
GC-TEA,se ha utilizado principalmente para la‘
|confirmacion de los picos cromatograficos ya que los
costos de adquisicion del equipo son ele\Tados[le].
Finalmente,con el desarrollo de la HPLC-MS/MS ha
lencontrado una rapida aceptacion en el analisislde NNAL|
en muestras bioldgicas, esto debido a la nec?sidad de]1
analisis de un mayor numero de muestras y un tiempo de
lanalisis menor. La HPLC-MS/MS reqdiere una
‘preparaci(')n de muestra simple, la separacipn de loq
analitos se alcanza en un menor tiempo y posee buena
sensibilidad y selectividad al operar en modo d

|monitoreo de reaccién multiple; sin embargd presentd
la desventaja de la posible supresion ionica de la

muestras que podria llevar a la mala cuantificacion de las
|mismas. [25] | |

| 4.2, Técnicasde preparacion de muestra.) |
| Para una mayor facilidad en el desarrollo de est1
a

revision, los articulos seleccionadosse clasificanen base

|la técnica de preparacién de muestra principallde la cual
se realiza, tanto una breve descripcion, asi‘ como |

mencion de algunos aspectos importantes observados al
‘aplicarla. Finalmente, en el apartado 5 se pregentan las
jnuevas tendencias y retos en la preparacion de muestras
parael analisisde NNAL en orina. | |

| 4.2.1. Extraccion liquido-liquido. |
La extraccion liquido-liquido (LLE) se llasa en la

|transferencia de un analito de una muestra aduosa a un
solvente inmiscible en agua (basado en el coeflciente d

particion octanol-agua). Es la forma mas simple de la
lextraccion y purificacién de analitos a partir dé muestras
liquidas y ha sido ampliamente utilizada en el ynélisis dq
muestras bioldgicas. Dentro de las desventajas que
‘presenta la LLE son la formacion de emulsionels, requieré
‘mﬁltiple manipulaciéon de la muestra, puede| consumiq
mucho tiempo asi como el uso de grandes cantidades de
solventes organicos potencialmente téxicoL, lo qu

\ | \
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conlleva
Iresiduos toxicos [17].

En los primeros reportes para la determinacion del
LNNAL y NNAL-Glu utilizan como principal técnica de
extraccion la LLE, tomando como modelo la metodologia
‘reportada en 1993 por Carmella y et al., el cual consistio
en realizar una extraccion liquido-liquido de la orina a pH
‘neutro coﬂ acetato de etilo, esto con la finalidad de separar
fla fraccign libre contenida en la fase organica de la
fraccion conjugada del NNAL contenida en la fase
‘acuosa. PL)steriormente, la fase acuosa se sometio a un
proceso de concentracién seguido de una hidrdlisis
enzimatica del NNAL-Gluutilizando la -glucoronidasa
tipo IX- A para liberar el NNAL. Terminado el periodo de
lincubacién, se realizé6 una limpieza por particién
acidificando la fase acuosa para provocar la ionizacion
del NNALy de esta manera asegurar su permanencia en la

|Abril - Junio 2104
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la produccion de grandes volimenes de
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fase acuotl, que posteriormente se neutralizo, con lo cuaf

lel NNAL|se tenian en su forma no ionizada yse recuperé
con diCIOfometano. Tanto la fraccion de acetato de etil

como la fraccion de diclorometano se llevaron a
‘sequedadl se reconstituyeron en agua y se puriﬁcaroﬂ
‘medianqe HPLC. Finalmente se somectieron g
derivatizacion con trimetilclorosilano, para convertir el
‘alcohol secundario en un derivado de trimetilsileter, parei
|su posterjor analisis por GC- TEA[22]. Este método dd
‘preparaci()n de muestra fue utilizado como base par:

posterior%s trabajos con la aplicacion de pequeiias
Imodifica¢iones, entre las que se pueden mencionar}
‘cambio 1 estandar interno utilizado[26—36], diferent

cantidad de enzima requerida en el paso de hidrdlisis[26,
3 5]; mendr cantidad de muestra[27-33, 35-37]; diferenté
‘conservaﬁlor de muestra[35, 36]; asi como modiﬁcacionesr
‘al paso de‘ purificacion por HPLC[38]. |
| \ |
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TSNA Tipo de Método Volumen Técnica de preparacion de Comentarios Referencia
analizada muestra analitico utilizado muestra

NNAL?y Orina de GC-TEAy 100 mL Extraccion Liquido-Liquido, | Determinaron NNAL-Glu obteniendo la forma | Carmella et

NNAL-Glu¢ 24 h confirmacio posterior limpieza por HPLC libre por hidroélisis con al, 1993.[22]

n por y Derivatizacion utilizando B-glucoronidasa (5000 unidades e incubacién
GC-MSD trimetilclorosilano de 16 h). Utilizaron ds-NNAL y ds-NNAL-
Glu como estandar interno.

NNAL*y Orina de GC-TEA 100 mL Método desarrollado por Utilizaron iso-NNAL como estandar y 500000 | Hecht et al,

NNAL-Glu® 24 h Carmella, 1993 U de B-glucoronidasa. 1993[26]

NNK ¢, Muestra GC-TEA 20 mL Método de Carmella et al, Utilizaron iso-NNAL como estandar y un Murphy
NNALz, aleatoria 1993, con pequefias volumen menor de muestra. et al, 1994
NNAL-Glu® modificaciones. [39]
NNAL?y Diferentes GC-TEA 25 mL Meétodo de Carmella et al, Utilizaron iso-NNAL como estandar interno. Carmella et
NNAL-Glu¢ | protocolos 1993, con pequeiias Probaron tres tipos de al, 1995 [27]
modificaciones. B-glucoronidasa.(IX-A, H-1 y B-1)
_— -+ - — = = = — 4+ = — — = — — = — = = — -observando que el-mejor rendimiento se —| — — —
obtuvo con la enzima IX-A.

NNAL total® | Orina de GC-TEA 25 mL Meétodo desarrollado por El preservador de muestra utilizado fue Kresty
-y — + 24h - — — — - — — — —  — —Carmella; 1995 — — — —sulfamato de-amonio-al 20 %-en acido- — | —et al; 1996
NNAL-Glu® sulfurico 3.6 N. [40]

NNAL?y Muestra GC-TEA 20-25 mL Método desarrollado por Aplicacion del método sin modificaciones. Richie et al,
NNAL-Glu aleatoria Carmella et al, 1995. 1997[37]
NNAL?y Orina de GC-TEA 20-25 mL Meétodo desarrollado por Utilizaron acido ascérbico como preservador Taioli et al,
NNAL-Glu® 24 h Carmella et al, 1995. de muestras. 1997[28]
NNAL-Glu® Muestra GC-TEAy 50 mL Método de Hecht et al, 1993 Utilizaron iso-NNAL como estandar interno y Parsons et
aleatoria confirmacid con pequefias modificaciones. 25000 U de B-glucoronidasa. El analisis al, 1998[29]
n por cromatografico se realizo con una columna
GC-MS/MS capilar DB-1701 (30 m x 0.32 mm x 0.25
um).
NNAL?y Orina de GC-TEAy 25 mL Meétodo de Carmella et al, Aplicaron el uso de columnas capilares como Hecht et al,
NNAL-Glue© 24 h confirmacid 1995 con pequeiias Parsons et al, 1998. 1999[30]
n por modificaciones.
S O T GC-MSMS . T T ——
NNAL?®y Muestra GC-TEA 4-9mL Método de Carmella et al, Utilizaron iso-NNAL como estandar internoy | Lackmann

NNAL-Glu¢ | aleatoria 1995 y Parsons et al, 1998 con 10000 U de B-glucoronidasa. et al, 1999

I N N R A O I U N O A pequefias modificaciones. | . _ __ __ __ [ ]
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Tabla 2 Continuacion

L _TSNA— | Tipede — — Métodee — —Volumen- —— Técnicade preparacionde— — — — —— Comentaries — — — — | _Referencia
analizada muestra analitico utilizado muestra
NNAL?y Muestra GC-TEA 20 mL no Método de Carmella et al, 1993, La purificacion de las muestras se realiz6 con una Anderson et
NNAL-Glu*¢ aleatoria fumadoresy 5 | Hecht et al, 1993 y Parsons etal, | columna Luna (de 4.6 x 250 mm de Sum tamafio de | al, 2001[32]
mL para 1998 con pequefias particula)
fumadores modificaciones.
NNAL?y Muestra GC-TEAy 20 mL Método de Hecht et al, 1993 y Para la hidrdlisis utilizaron 25000 unidades de Hecht et al,
NNAL-Glu*¢ aleatoria confirmacion Parsons et al, 1998 con pequeiias B-glucoronidasa. La limpieza de los extractos se 2001[33]
por modificaciones. realizé por HPLC fase normal e inversa.
GC-MS/MS
NNAL-O-Glu, Muestra GC-TEA 10 mL Extraccion en fase solida con En la fraccion 1(metanol 10%) se eluyo el NNAL- Carmella
NNAL?y aleatoria cartuchos SepPakVac C18 de2 g. | Glu, que posteriormente se dividio en dos alicuotas et al, 2002
NNAL-N-Glu tratadas con: hidroxido de sodio (NNAL-N-Glu) y [41]
la otra con f glucoronidasa (NNAL-N-Glu y
NNAL-O-Glu). La fraccion 1 contenia NNAL libre
y se eluyd con metanol 50%. Se utilizé iso-NNAL
como estandar interno.
NNAL?y Orina de GC-TEA No Meétodo de Hecht et al, 1999. La limpieza de los extractos se realiz6 por HPLC Hecht et al,
NNAL-Glu ¢ 24 h especificado fase normal e inversa. 2002[34]
| NNAL total® [ Muestra | GC-TEA,se | _45mlL__ | Extraccionliquido liquidodela | Para laextraccion liquido-liquido con soporte se_ | — Camella |
aleatoria realizaron fumadores y muestra acidificada. La limpieza utilizaron cartuchos Chem-Elute. Las condiciones et al, 2003
pruebas con 20 mL enno | por extraccion liquido-liquido con | de derivatizacion fueron: calentamiento a 50 °C por [24]
GC-MS/MS fumadores soporte y se enriquecié por HPLC 1 h. Se encontrd buena sensibilidad con GC-
RN 0 7 7 ysedervatizo. = | MSMS. |
NNAL total® Muestra GC-TEA No Método de Carmella et al, 1993, | Muestra puntual para establecer los niveles base de Anderson
aleatoria y especificado Hecht et al, 1993 y Parsons et al, NNAL en cada sujeto previo a la exposicion al et al, 2003
orina de 24 1998 con pequeiias humo de segunda mano y la muestra de 24 horas [35]
h modificaciones. para la post exposicion
NNAL?y Orina 24 HPLC- 10 mL para Extraccion en un solo paso por Utilizaron los cartuchos Oasis MCX de 60 mg. El Byrdy
NNAL-Glu ¢ horas MS/MS NNAL y extraccion en fase solida. De estandar interno fue d-NNAL. No se requirio Ogden, 2003
5 mL para intercambio catidnico. derivatizacion. [20]
NNAL total
NNAL total® Muestra GC-TEA 4.5mL Método de Carmella et al, 1995, Se realizo el seguimiento de diversos Murphy at al,
aleatoria Hecht et al, 1999. biomarcadores urinarios. 2004[36]
NNAL?y Muestra GC-MS de SmL Extraccion liquido-liquido, en dos Utilizaron como estandar interno Bernet et al,
NNAL-Glu ¢ aleatoria alta resolucion condiciones, limpieza por 13Cs-NNAL. La hidrdlisis del NNA-Glu la 2005[23]
extraccion en fase solida, y realizaron con 10000 unidades de
derivatizacion con anhidrido del | B-glucoronidasa de H. pomiata y con incubacion de
I A e _acido heptafluorobutirico. ] _48h. S N N I T O B
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Tabla 3 Continuacion

TSNA analizada Tipo de Met’o flo V({lflmen Técnica de preparacion de Comentarios Referencia
muestra analitico utilizado muestra
Extraccion en un solo paso por El estandar interno fue '3Cs-NNAL. No se requirio
Muest HPLC extraccion en fase solida, derivatizacion. Para la hidrolisis realizaron estudios Xia et al
NNAL total® yestra i SmL utilizando cartuchos con con la B glucoronidasalX-4 de E. coliy 1a H-1 de H. agta,
aleatoria MS/MS . h . P . 2005[42]
polimeros molecularmente pomiata, no encontraron diferencia significativa
impresos. entre ambas.
La limpieza del extracto lo realizaron por
a . ‘.z 1 . N
NNAL*®y NNAL Muestr'a GC-TEA No especificado Método de Carmella et al 2003. extraccion en fase sol}da dg intercambio i6nico y Hecht et al,
Glu® aleatoria como estandar interno el 2006[43]
5-(metilnitrosamino)- 1-(3-piridil)-1-pentanol.
3 Stepanov
NNAL total® Muestra | 50 ppA | No especificado | Metodo de Hechtetal 1999y Utilizaron como estandar interno el C5-NNAL. | et al, 2006[38]
aleatoria Hecht et al, 2001.
. Extraccion en fase solida Scherer
a h b Q H EI -
—NNAL®y b L| Orina2d_ )\ G- No especificado | ufilizando cartuchos de ~ Ufilizaron d3-NNAL como estandar interno. [ etal, 2007
total horas MS/MS . . o]
intercambio cationico. [44]
Meétodo basado en Carmella et al . . . ok
Muestra HPLC- . > Realiz6 estudios utilizando GC-TEA y Hecht et al
| b | e | o | Nee p— N 1 s e i it e g i s i B
NNAL-total aleatoria MS/MS specificado—  —1995, CarmeHa et-al, 2003y HPLC-MS/MS 2007[45]
Carmella et al 2005.
doo oo | ey Jacob III
NNAL total® Muestr.a HEEC SmL Extracc1og L}quldo-qumdo cott Se realizo6 derivatizacion con anhidrido hexanoico. et al, 2008
aleatoria MS/MS variaciones de pH. [46]
Realizaron la extraccion con cartuchos con
, . polimeros molecularmente impresos, para la
NNAL total® Muestr.a HILCy SmL Método baseido o X'1a ¢t 2.11’ 2085 elucion utilizaron una centrifuga.y agregaron un Statuet ai,
aleatoria MS/MS con pequeflas modificaciones. 2009[47]
paso extra de lavado con una mezcla de
tulueno:diclorometano (4:1)
Extraccion en fase solida con
b polimeros molecularmente .
NNAL total, No HPLC- impresos y Extraccion en fase Los estandares internos fueron los analitos de Kavvadias
NNNE total, NAB . 6 mL - . . o o) . ord et al, 2009
L : especificado MS/MS solida de intercambio catidnico se interés deuterados. La extraccion en fase solida.
total ©y NAT N ; [48]
realizd con la finalidad de
enriquecer el extracto
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Tabla 4. Continuacion

——

TSNA analizada | — 1P0de. Meétodo 17— Volumen Técnica de preparacion de — — —Comentarios — — —| Referencia
muestra analitico utilizado muestra
Extraccion liquido con soporte y
posterigrmente una extraccion Laextraccion liquido con soporte se realizo en
NNAL*y II:INAL Muestrg HPLC- Sl 11qu1do-}}qu1do yel paso final cartuchos ChemElute. Método cromatografico Ashley et al,
total aleatoria MS/MS extraccion en fase sélida con . 2010[49]
. por Xia et al, 2005.
polimeros molecularmente
impresos
Extraccion liquido-liquido.
Derivatizacion con acetonitrilo/ Utilizaron d3-NNAL como estandar interno. Se
NNAL*?*y NNAL Muestra HPLC- 025 mL yoduro de n-propilo. Posterior empled un método de dilucion isotdpica estable Bhat et al,
total® aleatoria MS/MS ’ purificacion por extraccion en en combinacién con HPLC-MS/MS y empleo del 2011[50]
fase solida de intercambio monitoreo de reacciones multiples.
cationico.
y . Para el analisis se ajusto el pH de la orina entre 5
Extraccign e linga-con-Golugnnas 7. Se realiz6 el andlisis del NNAL total
NNAL*?*y NNAL- . HPLC- capilares de microflujo con hi yl' ) | L. R Shah et al,
Gluc Orina de 24 h MS/MS 1 mL polimeros molecularmente idrolizando la muestra acondlclopada con buffer 2011[51]
TIDresos de fosfatos pH 6.4 y 20000 unidades de [3-
P [ glucoronidasa H-1 y se incubaron por 48 h.
. HPLC- Método basado en Shah et al Hou et al
b 5.ml > )
—NNAL total: —y Qrinade244h | MSMS | - 2009 [ ————F—F—F—— C2012[52T
Se analizaron los analitos sin hidrolizar. El
estandar interno fue '*Cs-NNAL. El método
— ~NNAL?*— — “Muestta | mPic- | . T 4€.Xtraccmn hquldfﬁl.llquidor -+ *d?sa,i*{oﬂad(rse comparo con losmétodos— —| “Yao et af
NNAL-O-Glu y aleatoria MS/MS 10 mL seguida de una extraccion en fase enzimaticos reportados por Shah et al, 2009 y 2013[53
NNAL-N-Glu solida de intercambio cationico. Hou et al, 2012 y se observo una variacion en los [33]
resultados de -8.39 % a 13.38 % para el NNAL y
de -3.04 % a 21.54 % para el NNAL total.
e La determinacion de los analitos se realizo
Extraccion liquido con soporte I e
(SLE) en formato de placa de 96 d}Vldlendo el volumen de muestra en 3
o0z0s. seeuida por una extraccién fracciones:80 puL para NNAL libre, 60 pL para
NNAL?, P > SCEwca p NNAL-N-Glu y 40 uL para NNAL total Carmella
Muestra HPLC- en fase solida en formato de placa S b
NNAL-O-Glu y aleatoria MS/MS 180 uL de 96 pozos. El tratamiento de los Para la extraccion liquido con soporte se etal, 2013
NNAL-N-Glu P ’ utilizaron las placas de Isolute SLE+ y la para [54]

analitos se bas6 en una adaptacion
del procedimiento de Carmella et
al, 2002.

extraccion en fase solida se emplearon placas de
Oasis MCX. El estandar interno utilizado fue
3Cs-NNAL

Nota: "NNAL: NNAL libre,>» NNAL Total: NNAL libre + NNAL-Glu,* NNAL-Glu: NNAL-N-Glu + NNAL-O-Glu, ¢ NNK: nitrosonicotina cetona,
°NAB:nitrosoanabasina, T NAT: nitrosoanatabina, ¢ NNN: nitrosonornicotina
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Determinacion del carcindgeno especifico del tabaco 4-
(metilnitrosamino)-1-(3- piridil)-1-butanol en orina:
20 aftos de evelucion en los métodos de preparacion de muestra

Con la finalidad de reducir los costos del tratamiento
de muestra por LLE, esta se puede desarrollar empleandd
voliimenes pequeflos de solventes organicos. En el 2008,
Jacob et al. tomaron5 mL de muestra de orina y realizaron
%xtraccionesempleando menos de 10 mL de los solvente
organicos, utilizaron la agitacién por vortex para mejora
la eficiencia de extraccion y ciclos de centrifugacion -

ongelacion de la fase acuosa para la eliminacion del
emulsiones y la separaciéon de las fases. Este métodd
también incluydé un proceso de derivatizacion co
Lmhl’drido hexanoico y 4- (dimetilamino) piridina, con la
finalidad de convertir el grupo hidroxilo (moderadamenté
Polar) en un grupo éster (relativamente no polar) y comq
consecuencia de esta modificacion quimica se logro:
aumentar la sensibilidad del método de HPLC-MS/M
pebido a la disminucion de la supresion idnica, aumentar
la retencidon en la columna cromatografica y
separareficiente el analito y los compuestos interferenteJ
imediante la extraccion y el analisis cromatografico[46]. |

4.2.1. Extraccion liquido-liquido con soporte.
| La extraccion liquido-liquido con soporte (SLE)]

también se le conoce como extraccion liquido-liquid
extralut, extraccion liquido-liquido con soporte solido
(SS-LLE) o extraccién liquido-solido (LSE). Esta técnicd
onsiste en inmovilizar un liquido con el uso de un
material quimicamente inerte,que estdempacado en un
tubo de propileno y la posterior percolacion de un ll'quidcl
inmiscible de manera semejante a la cromatografia. El
material de relleno mas utilizado es la tierra de diatomeas
rincipalmente compuesta por SiO2), con un rango d
frabajo de pH de 1 a 13. Cuando el solvente inmisciblé
asa a través de la tierra de diatomeas humeda, se aument
el area de contacto superficial lo que permite una mayor
distribucién entre los liquidos, lo que se traduce en und
ayor recuperacion del analito[ /7, 55]. Esta técnica se ha
utilizado para llevar a cabo la limpieza del extracto previo
lal analisis cromatogréafico[24, 49], en estos trabajos sd
‘sustituye el paso de limpieza por HPLC que utilizq
marcadores de tiempo de retencion para indicar el inicio y
L[érmino de colecta de la fraccion que contiene a
INNAL.La SLE se ha combinado con LLE y la extraccion
en fase solida con polimeros molecularmente impresoi
(SPE-MIP).
\ \
4.2.2. Extraccion en fase sélida.
| La extraccion en fase solida (SPE) es una técnica dé

particion del analito entre una fase solida (en diversag
resentaciones) y una fase liquida que se puede aplicar‘
Eara extraer analitos de baja o nula volatilidad, donde los
lanalitos deben presentar una mayor afinidad por la fasd
Fxtractante que por la matriz de la muestra. La retenciéq
puede deberse a interacciones no polares, polares o
i6nicas, que dependeran de las propiedades fisico
Huimicas del analito y de la fase extractante. Existe ung
amplia variedad de fases extractantespara SPE, entre los
ue podemos citar a los unidos quimicamente a la silica:
(C8, C18, intercambio i6nico; materiales con mds de un|

Magdalena Escobar-Saucedo, ef o/ il

mecanismo de retencion, también llamados de modo
Imixto, los inmunosorbentes y los p&limerod
molecularmente impresos[/7]. Algunas ventajas de la}
SPE sobre las extracciones convencionales y limpieza
'son: mayor reproducibilidad, empleo de' menore
[volumenes de solventes, rapidez, versatilidad, costog
menores, posibilidad de automatizacion y obﬁenci(’)n de‘
extractos libres de interferencias.[56]

| Carmellaetal. reportaron por primera vez en 1995 el usd
‘de la SPE para el analisis del NNAL en O{ina; elloi
investigaron la posibilidad de sustituir el paso de limpieza
‘por HPLC por la limpieza por SPE en fase‘normal d
‘inversa, pero los cromatogramas que obtuyieron ng
fueron aceptables para la cuantificacion por GC-
TEA[27]. Posteriormente en el 2002, ehlplearod
|cartuchos Sep pack Vac C18 para la separacion el NNAL|
libre y NNAL-Glu en muestras de orina, rea’lizando 11
elucion con metanol al 10 % para el NNAL-Glu'y metano
lal 50% para el NNAL libre , obtuvieron coeficientes dd
variaciéon menores al 10 % para cada uno de lo
analitos[4/]. Byrd y Ogden en el 2003reportaron un
‘método, validado segun los criterios de la FﬂA, para 1d
‘determinaci(')n de NNAL y NNAL- Glu mediante SPE en
cartuchos de intercambio catiénico Oasis MCX de 60 m,
ly el anélisis por HPLC-MS/MS. Los volimenes d
|muestra que analizaron fueron de 10 y 5 njL para lg
determinacion del NNAL libre y del NNAL total
respectivamente. La concentracion de NNAL-Glu lzl
|calcularon como la diferencia entre el NNAL total y el
NNAL libre. Ellos observaron que al reducir lqs pasos d
la preparacion de las muestras, se logro disminuir el
\tiempo de analisis de las mismas y observaron und
‘recuperaci(')n del analito superior al 85 %[ 20].En el 2005%
Bernety et al. cambiaron el proceso de limpieza mediante
IHPLC por una limpieza por SPE utilizando cartuchos
|Oasis HLB y posteriormente una derivatizacior con acidg
heptafluorobutirico (HFBA) y el analisis por ﬁ}C-MS, lj
recuperacion promedio del método desarrollado fue d
|97.5 % en un rango de 10 - 800pg mL'[23]. Hecht et al., en|
el 2006, realizaron modificaciones al métod
desarrollado por Carmella et al.[24], las cuales
Iconsistieron en la sustitucién del paso de lirﬁpieza pot
HPLC por una SPE de intercambio catiénico y posterior‘
analisis por GC-TEA[43].Este trabajo, fue adaptado en el
2007 para el analisis de los extractos por HPL MS/MS
|por Scherer etal. [44]y Hechtet al. [45]. | |

| 4.2.3. Polimeros molecularmente imprest. |
‘ Los polimeros molecularmente impresos (MIP) son

materiales extractantes utilizados en SPE, que no solo
concentran a los analitos de interés, sino que tambié
|puede separarlos selectivamente en muestras reales. Los
MIPs son polimeros sintéticos cuya principal Vefntaj aes lj
posibilidad de preparar una fase extractante selectiva par:
lun predeterminadoanalito o un grupo de analitos[/7]. En
el 2005, Xia et al.[42]reportaron la sintesis dF una fas
extractante diferente a las convencionales, que era
|preparada con una selectividad o memoria para una sold

| Abril - Junio 2104
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| |
ot

moléculalo clase de moléculas, en este caso para el NNAL

ly su aplicdcion para el analisis de muestras de orina. Ellos
‘observaroP que los resultados del método por HPLC-
MS/MS aplicando el uso de esta tecnologia fue lo
p g
suficientetente sensible para lograr la determinacion de
NNAL tanto en fumadores activos como en no
fumadores[42]. Tomando como antecedente el trabajo de
‘Xia etal, én el 2009, Shah et al.[47]en el 2009, realizaron
pequefias modificaciones al método, las cuales
consistijron en realizar la elucion mediante
‘centrifug cién con lo cual se garantizo la uniformidad de
lla velocidad de elucion y se redujo el 50% del tiempo
‘empleado en el método original. En ese mismo aflo,
2009,Kavvadias et al.[48]reportaron el andlisis
lkimultéheo de cuatro TSNAs: NNAL, N-
‘nitrosonqnicotina (NNN), N- nitrosoanabasina (NAB) y
N-nitrosoanatabina (NAT), por HPLC-MS/MS; la
‘preparaci n de las muestras consistio en un proceso de
[SPE con polimeros molecularmente impresos de 6 mL de
orina y se realizo una SPE de intercambio cationico para
enriquecer el extracto.

|S. Perspectivas para el analisis del NNAL.
La extraccion liquido-liquido ha sido la técnica de

‘ preparajci(')n de muestra predominante en el analisis de
| NNAL y NNAL-Glu; actualmente el uso de polimeros

molecularmente impresos ha dado buenos resultados;
| sin embargo, la tendencia en los métodos bioanaliticos
| actualds es la bisqueda ydesarrollo de nuevas
tecnologias que permitan aumentar el niimero de
muestras analizadas, asi como disminuir la cantidad de
| muestra requerida, el tiempo de analisis, el costo por
| analisis y la cantidad de residuos generados. Para ello,

los investigadores estan ensayando estrategias tales

| como: |
Nuevas técnicas de preparacion de muestra. La

miéroextraccién liquido-liquido dispersiva
\ (D]LLME) se ha aplicado en la extraccion de
‘ WAL en cabello[53], pero no se ha probado en la

matriz de orina. También existen otras técnicas
| corﬁo la microextraccion en fase solida(SPME) la
| cual es un proceso de extraccion no exhaustivo
basado en el establecimiento del equilibrio de
parficién entre la matriz y la fase extractante; el
| prdceso de extraccién, purificacion y
| concentracion se realiza en un solo paso y puede ser

unaopcion para el analisis de NNAL que
\ esun compuesto semivolatil en muestras de orina,
‘ debido a que existen fibras de una amplia gama de

polaridad y el uso dela modalidad de extraccion por
‘ espLacio de cabeza (HS) elimina la desventaja de la
\ complejidad de la muestra. Otra opcion podria ser
el uso de nuevos formatos de las técnicas de

extraccion previamente utilizadas que requieran
| ung menor cantidad de muestra y puedan realizarse
| ml'lftiples tratamientos a la vez, esta ultima
estrategia ya ha sido adoptada en el 2013 por

\ \
|Abril - Junio 2104
| |
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" Cabmella etal., quienes combinaron fa SLE y SPE

de fintercambio i6nico, en placas de 96 pozos[21] ]J
Ellps demostraron que el método desarrollado erg
preciso y exacto y que ademas, podia ser aplicado a
mas de 2600 muestras, lo cual asegura 1
prqcticidad del método para aplicarlo en estudios
epidemiologicos.
Atitomatizacién y acoplamientos en linea de las
técnicas de preparacion de muestras. Los
procedimientos de manipulacion automatica de
muestras no solo acortan el total de tiempo d
arjalisis, también suelen proporcionar una mayot
precision y exactitud en relacion con las técnicaﬁ
mLmuales[5 7]Enel2011, Shah et al. desarrollaron
ur) sistema de extraccién con columnas capilares
de microflujo en linea. La fase estacionari
utilizada, consistié en polimeros molecularmente
inipresos. La ventaja reportada por los autores fud
la‘ disminucioén del costo de analisis ya que laq
columnas capilares contienen menor cantidad de
faSe extractante y una misma columna puede se
utilizada para cl andlisis de hasta 300

muestras[57].
Reduccion de los pasos del andlisis. La‘

elilpinaci(’)n o sustitucion de los pasos limitantes de
los métodos bioanaliticos es factible al contar co
sis{emas analiticos mas avanzados, como en el

trabajo reportado por Yao et al. en 2013, quienes
realizaron la determinacion del NNAL libre y e
AL-Glu, determinando la concentracion de
NNAL-N-Glu y NNAL-O-Glu sin el tratamientd
de hidrdlisis enzimatica y extrayendo la muestrq
por LLE y SPE de intercambio catiénico y el
andlisis por HPLC- MS/MS. Los autores
compararon el método desarrollado con log
métodos enzimaticos reportados por Shah eﬁ
al.[57] y Hou et al.[ 52]y observaron una variacion
acgptable en los resultados de -8.39 % a 13.38 %
ara el NNAL y de - 3.04 % a21.54 % para e]‘

p
WALtotal[53].
Derivatizacién. Este tipo de tratamiento |

involucra una modificacion quimica del analito
de lnterés para mejorar su volatilidad, estabilidad
térinica o mejorar su deteccion[/5, /6].En los
métodos de analisis por GC mencionados
anteriormente, se utilizé la derivatizacion para
hader al NNAL mas volatil y en otros por HPLC-
M%/MS para hacerlo menos polar y por lo tanto
mejorar la separacion de cualquier interferencia
remanente. En el 2011,Bhatet al. desarrollaron un
méfodo para la determinacion de NNAL que |
involucraba dos extracciones liquido-liquido

para la separacion de NNAL, la derivatizacion |
coh acetonitrilo y yoduro den-propilo y |
finalmente, una purificacion por SPE de

intercambio cationico. El tipo de agente

deffivatizante utilizado fue de isétopos estables, |
estP mejord20 veces la sensibilidad para la ‘
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- ~ deteccién y cuantificacion del NNAL ya que
ambién facilito la limpieza del extracto po.
también facilit la limpieza del extracto por

| SPE de modo mixto. Esta técnica de anzilisis‘
también puede ser aplicado a otras
nitrosaminas como la N-

\ t la N-

‘ nitrosoanatabina, N.nitrosoanabasina y N-‘

nitrosonornicotina[50].
| e)  Liofilizacion de la muestra. La cantidad de‘
| muestra requerida y la concentracion esperada
de los analitos son las consideraciones‘
principales al momento de plantear y
| desarrollar métodos bioanaliticos. En el caso
‘ de la determinacion de NNAL y NNAL-Glu s¢
observd que los primeros métodos
‘ desarrollados involucraban grandes Volﬁmenes‘
‘ de muestra, que conforme evolucionaban Y|
aparecian técnicas de preparacion de muestras
| innovadoras, fueron disminuyendo. Cuando no‘
| es posible alcanzar niveles de concentracion|
del analito adecuados para la sensibilidad del‘
método se puede recurrir a la liofilizacion de la
\ muestra. En los articulos considerados paraJ
| esta revision, no se ha encontrado reportes de‘
laaplicacion de la liofilizacion como parte de la
‘ preparacion de muestra. Pero esta técnica‘
‘ puede ser empleada para el andlisis del NNAT]
y NNAL- Gluen muestras de orina ya que
| permite la preconcentracion del analito, realiza‘
| un cambio de solvente para asegurar lg
compatibilidad de los  pasos de separacic’)n-‘
deteccion y mejora la estabilidad del analito en
| el almacenamiento y el analisis [58]. \

‘6. Conclusion |
‘En la presente revision se ha podido visualizar el avance‘
len el estudio del NNAL y su forma conjugada (NNAL-
Glu). Debido ala complejidad de las muestras biol(')gicas,‘
‘en este caso la orina, se han desarrollado multiples
Imétodos bioanaliticos, siendo en un inicio, laboriosos,\
multietapas, donde el analisis de un conjunto de muestras‘
podia tardar cerca de 1 semana. El tiempo de analisis ha
‘podido disminuir debido a la aparicion de nuevas técnicas
‘tanto de preparacion de muestra como analiticas donde|
las técnicas de analisis cromatografico han aumentado su
sensibilidad y con el empleo de técnicas de preparacién‘
|de muestras con menor cantidad de pasos o menor tiempo|
de desarrollo con lo que se obtienen resultados‘
comparables a los primeros métodos reportados. Aun hay
técnicas de preparacion de muestras que no se hanl
‘explorado para el analisis de NNAL y NNAL-Glu e
orina y cuyas eficiencias podrian ser prometedoras como
lla DLLME y la SPME. El principal interés de desarrollar
‘metodologias de alta eficiencia que permitan el anélisis‘
rapido y econdmico de un mayor numero de muestras,
es su aplicacidon en estudios epidemioldgicos; debido a‘
[que su cuantificacion permitird el establecimiento de los|
‘perﬁles toxicogenodnicos de personas con exposicion al

Magdalena Escobar-Saucedo, ef o/ il

\
| | |
Hio deTiabigio de prifmers o seguhda inaio, akf cofme

umo del tabaco de primera o segunda mano, asi como el
ppoder predictivo de la relacion NNAL-Glu-NNAL del
‘desarrollo de afecciones pulmonares. ‘ |

| | |
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